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Die Lipoide des menschlichen Riickenmarks 


Von 


Karl Sehuwirth”*) 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitét K6In) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Dezember 1942) 


Da bisher systematische Untersuchungen wber die Lipoide des 
Riickenmarks noch nicht vorliegen, seien im folgenden die Er- 
gzebnisse einer Arbeit mitgeteilt, welche sich unter Anwendung der 
im lnesigen Institut whlichen Methoden? *) mit der Bestimmung 
und der Zusammensetzung der wichtigsten Lipoide des Riicken- 
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Riickenmark 7 214 75,0 1,9 148 | 295 | 26 | 51 | 0,0 

1. Aufarbeitung 

Riickenumark Ze (07,508 (45 5,4 19,7 19.1 | 28 | 6.2 | 0.03 

b ? ’ | J 
2. Aufarbeitung 
Greisengehirn**)| 2 |2300 | 80,2 | 9,6 , 13,4 | 25,0 0,9 6,4 | 0,34) 














*\ Die Mengenangaben fiir die Fett- und Cholesterinfraktion sind unter 
Abzug des als Glycerinphosphatid umgerechneten Phosphors aus der er- 
haltenen Substanzmenge berechnet. Die so berechnete Phosphatidmenge 
wurde zu den erhaltenen Glycerinphosphatiden zugezihlt. | 

**) IK Schuwirth?). | 

+) Der Gangliosidgehalt wurde aus Neuraminsiiurebestimmungen, welche 
von Klenk und Langerbeins*) an mit Aceton und Ather extrahiertem 
Trockenpulver des Gesamtgehirns durchgefiihrt wurden, berechnet. 


Beziighch der Lipoidverteilung ergeben sich fir das Riicken- 


mark gegenuber dem Gehirn 2 wichtige Unterschiede (vel. Tab. 1): 


*) Durchgefiihrt mit Unterstiitzung aus Mitteln des Reichsforschungsrates. 


Diese sowie die beiden vorhergehenden Arbeiten (1, Diese Z.. 277, $7 (1942): 
297, 147 (1943) sind Teile meiner Habilitationsschrift. 


. Ebenda, 


[loppe-Sevler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, 272 | 
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1. Der Sphingomyelingehalt des Ruckenmarks ubertrifft den des 
Gehirns um ein mehrfaches. — 2. Der Ganghosidgehalt des Rucken- 
marks ist sehr gering, so daB bei Anwendung kleinerer Mengen 
Ausgangsmaterial die Abtrennung unmdglich bzw. sehr erschwert 
ist. Diese Unterschiede entsprechen Verschiedenheiten  beider 
Organe hinsichtlich ihrer biologischen Funktion und anatomischen 
Feinstruktur. Der Gehalt an den wbrigen Lipoiden ist be: Gehirn 
und Ruckenmark gleich, dagegen enthalt letzteres weniger Wasser 
und wasserlésliche Extraktivstoffe. 

In ihrer Zusammensetzung entsprechen die emzelnen Lipoide 
im allgemeinen den Gehirnlipoiden. Ledighch die Glycerinphos- 
phatide des Ruckenmarks sind durch ihren geringen Gehalt an 
hoch ungesittigten Séuren, welche bekanntlich.in den entspre- 
chenden Gehirnlipoiden immer in relativ gréBerer Menge vor- 
kommen, ausgezeichnet. Aus den Cerebrosiden konnten die gleichen 
ettsiiuren wie aus denen des Gehirns, namlich Lignocerin-, Cere- 
bron-, Nervon- und Oxynervonsiure isohert werden. Es handelt 
sigh um Cerebrogalaktoside, wahrend ebenso wie im Gehirn die 
Cerebroglucoside fehlen. Als Spaltprodukte des Sphingomyelins 
wurden Lignocerim- und Stearmsiiure nachgewiesen. 


Experimenteller Teil 

Das von nachweisbaren pathologischen Veranderungen freie 
Untersuchungsmaterial, dessen Beschaffung ich dem Entgegen- 
kommen des Pathologischen Instituts der Universitit K6ln ver- 
danke, wurde im Anschlu®B an die Sektion im 2—8 mm dicke 
Scheibchen zerschnitten und sofort in ein GefaB mit Aceton ge- 
bracht. Die weitere Verarbeitung geschah in der bereits friiher 
anliBlich der Untersuchung aber Gehirmbhpoide geschilderten Weise, 
ebenso die Durchfithrung der Analysen?). Ks wurden zwei vollig 
vetrennte Aufarbeitungen vorgenomimen. 


Tabelle 2 


Frisch- und Trockengewichte der verarbeiteten Organteile in Gramm 





a Wasser- Lipoide aus Mit Aceton 
Frisch- | lésliche und Ather | Trocken 
cewicht | Extraktiv-] :. extrahiertes 
. stoffe |Atherextrakt | ¢ rganpulver 


Aceton und 
rewicht 


Riickenmark P14 2 6 98 | 99 8 53,5 
1. Aufarbeitung 
Riickenmark 1O7,5 G7 79.6 G07 180.0 


» Aufarbeitung 
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Die Lipoide des menschlichen Riickenmarks 


In Tab. 2 sind die Gewichte der aus Aceton- und Atherextrakt 
erhaltenen Rohfraktionen, aus denen die Trockengewichte der Aus- 
gangsmaterialien berechnet wurden, wiedergegeben. 


Die Verteilung der Lipoide im Ritckenmark 


Aufarbeitung 1. Angewandt wurde die Riickenmarkssubstanz 
von 7 Erwachsenen. 214 g Frischsubstanz ergaben folgende Lipoid- 
fraktionen: 


a) Fett und Cholesterin. 1. Aus Acetonextrakt 7,8 g (0,18°/, P; 
0,76°/, N; 1,2°/, Glvcerin). — 2. Aus Atherextrakt 0,8 g (1,60°/, P; 1,4°/, N; 
6,2°/, Glycerin). 

b) Atherlésliche Glycerinphosphatide. 1. Aus Aceton- und Ather- 
extrakt 13,8 g (2,85°/, P: 1,82°/) N; 7,3°/) Glycerin). —- 2. Aus Chloroform- 
Methvlalkoholextrakt 1,3 g¢ (3,48°/, P; 2,58°/, N: 6,69’) Glycerin; 0,8°/, Galak- 


tose). 


.c) Protagon. 1. Aus Aceton- und Atherextrakt 5.7 g (1.60°/, P; 
2,01°/, N; 2,0°/, Glycerin; 10,3°/, Galaktose). Daraus wurden erhalten 2.3 ¢ 
Cerebroside (0,0°/, P; 1,55°/, N; 17,4°/, Galaktose; Jodzahl 38,4) sowie 0,88 g 
Sphingomyeline (3,99°/, P; 3,08°/, N; 0,8°/, Glycerin; 0,5°/, Galaktose). — 
2. Aus Chloroform—Methylalkoholextrakt 2,8 g (2,03°/9 P; 3,45°/) N; 1,8°/, 
Glycerin; 5,99), Galaktose). Daraus wurden abgetrennt 0,44 g¢ Cerebroside 
(0,19°', P: 17,2°/, Galaktose) sowie 0,52 g Sphingomyeline (4,14°/, P; 4,42°/, N; 


0,8°., Glycerin; Molisch negativ). Ganglioside waren nicht nachweisbar. 

Insgesamt wurden also unter Beriicksichtigung der in der J*ett- 
und Cholesterinfraktion enthaltenen Glycerinphosphatide erhalten: 
7,9¢ Fett und Cholesterin, 15,8 ¢ atherlésliche Glycerinphos- 
phosphatide, 2,74 @ Cerebroside und 1,40 ¢ Sphingomyeline; keine 
Ganglhioside. 

Aufarbeitung 2. Angewandt wurde dic Ruckenmarkssubstanz 
von 22 Erwachsenen. 705 g Frischsubstanz ergaben folgende 
Lipoidfraktionen : 

a) Fett und Cholesterin. 1. Aus Aceton- und Atherextrakt 26,3 g 
(0,26°/) P; 0,879), N; 1,5°/g Glycerin). — 2. AuBerdem wurden noch 10,8 g 
nahezu reines Cholesterin in Form weifer Blattchen aus dem 1]. Acetonextrakt 
abgetrennt (P in 30mg Subst. eben nachweisbar). 

b) Atherlésliche Glycerinphosphatide. 1. Aus Aceton- und Ather- 
extrakt 25,0 g (3,99°/, P; 1,87°9/, N; 9,2°/, Glycerin; 0,6°/, Galaktose). —- 2. Aus 
Chloroform—Methylalkoholextrakt 7,7 g (3,419, P; 3,48°) N; 7,4°/, Glycerin; 
0,03°/,, Galaktose). 


T 


c) Protagon. 1. Aus Aceton- und Atherextrakt 17.5 ¢ (1.28%, P; 
219° N: 19°, Glycerin; 14.19%, Galaktose). Daraus wurden erhalten 8.5 g 
(‘erebroside (OQ. ) Ps 194° CGataktose) sowie 1.3 2 SSphingomyeline (Su ay. 
3,129/, N; 1.3", Glvcerin: Spuren CGalaktose). 2. Aus Chloroform-Methy!- 
alkoholextrakt 9%.6g (2.12°', P; 3.259’, N: 1.8%, Glveerin; 7.6°/, Galaktose). 
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Daraus wurden isoliert 2,7 g Cerebroside (0,0°/) P; 19.7°/, Galaktose; Jodzahl 
29.4) sowie 3,7g Sphingomveline (4,189), P; 3.299, N; 0.76°', Glycerin; 
Spuren Galaktose). , 

Ganghioside konnten wegen ihrer geringen Menge nicht isoliert 
werden. Thr Nachweis gelang nur iiber die Bialsche Reaktion, mi 
deren Hilfe sie nach der Methode von Klenk und Langerbeins?) 
auch quantitativ bestimmt wurden. Hierzu muS8te die bei der 
mehrfach wiederholten Benzin-Alkoholfallune erhaltene Substanz 
vorher 14 Stunden mit heiBem 90°/jigem Aceton extrahiert werden, 
wobe1 90 mg Riiekstand erhalten wurden. 

Neuraminsiurebestimmung: 4,80 mg Substanz in 1,0 cem H,O suspen- 
diert wurden nach Zugabe von 1,0 ccm Bials Reagens 5 Minuten auf 142° 
erhitzt. Der in 10,0cem Amylalkohol aufgenommene Farbstoff ergab im 
Stufenphotometer bei Anwendung des Filters 53 in 5em Schichtdicke E 
0,796. Gefunden 44 y Neuraminsaure. 

Bei einem Neuraminsaduregehalt der Ganghoside von rund 20°), 
betrigt demnach die erhaltene Ganghosidmenge rund 45 mg. 

Insgesamt wurden also unter Beriticksichtigune der in der 
Fett- und Cholesterinfraktion enthaltenen Glycerinphosphatide an 


loshche Glycerinphosphatide, 11,2 ¢ Cerebroside, 5,0 ¢ Sphingo- 
mveline und 0,045 ¢ Ganghoside. 


Die Zusammensetzung der Lipoide des Riickenmarks 


1. Glyecerinphosphatide. Die Spaltung von 23,3 2 au 


Aceton- und Atherextrakt gewonnener Glycerinphosphatide nach 
Klenk®) mit methylalkoholischer Kahlauge bei Zimimertemperatur 
ergab nach Zerlegung der Fettsiivren tiber die Lithiumsalze nach 
Tsujimoto®) und anschheBender Veresternng 10.5 ¢ Methylester 
der gesiittigten und schwach ungesattigten sowie 1,9 ¢ Ester der 
hoch ungesiittigten Fettsiuren. Erstere wurden iit Hilfe der von 
Klenk und Scehuwirth’) angegebenen Apparatur fraktioniert. 
Von 10,5 ¢ Estern wurden 9,7 ¢ in Form von 8 Kinzelfraktionen 
zaruckerhalten, deren Zusammensetzung sich aus Tab. 3 ergibt. 
Die Fraktionen S8a—S8d wurden durch nochmalige Fraktionierung 
der Fraktion 5 fewonnhen., 

Die Jodzahl der veresterten als hoch ungesiitticte Sauren 
abeetrennten Fettsiuren betrug nach Destillation 


IKwolben 160. Die ceringe Matenalhnenge he®B eme einwandfreie 


aus klemen 


Fraktionierung nicht zu. 
47 84 Gly« rinphosphatide aus Chloroform Methalalkoho!- 


extrakt heferten ber der in gleicher Weise durchgefiihrten Spaltung 
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Tabelle 3 



































. |Methylester Freie Siiuren Berechnete Menge 
of bp | one ,, Umkryst. | der Methylester 
Fa S Ss loses Rohprodukt aus Aceton _ 2 
= i S ws = = ; . 
~ © N — . ) me ; ~a 8 
“a ch > soe = Schmp. | -2 z Schmp. -2 2 -3 
e te > leas =F lone 2 1.21] <8 |2,8 
" |= SSpe ° pe] PO Be 
l 1,28, 34,6 0,35 o6 266 56-56,5 269 | 0,80 0,48 
2 1,06 58,2 0,35 H5,5—66 283 67,5 | 287 1,06 
3 0,84 64,7 O37 68,5-69 284 69 285 0,84 
4 1,01. 54,4 Osi 69,5-70 284 69,5 | 287 1,0] 
5 0,60 48,0 0,37 69-70 283 69,5 | 286 0,60) 
6 0,76 57,9 | O37 68-69 284 68,5 | 284 0,76; 
ri lyat | BO 0,37 66-66,5 290 65,5 | 295 0,99 0,28 
8*) 12,90 | 1C04,7 Q,29**) 64-65 321 66 | 328 11,98, 0,92 
Sa ]0,44 79,0] 0,35 61-62 306 63,5 | 308 '0,10 0,34. 
Sb 10,49; 91,2 0,34 66-66,5 311 66,5 | 310 10,02 0,47) 
Se {0,63 | 113,0 0,37 66-67 | 327 67,5-68) 326 0,29) 0,34 
Sd--)] 0,43 117,6 0,30 (1-72 352 tao | BOO | 10,43 
*) Destillationsriickstand aus kleinem Kolben destilliert. 
**) Verluste durch Unfall. +) Destillationsriickstand. 


und Aufarbeitung 0,63 g gesittigte baw. schwach ungesattigte sowie 
0.65 ¢ hoch ungesiittigte Fettsauren (Jodzahl 128). Wegen der 
geringen Maternialmenge wurde auf eme Weiteruntersuchung ver- 
zichtet. Hoch ungesittigte Fettsiuren sind demnach nur in geringen 
Mengen vorhanden. 

2. Cerebroside. Die Spaltung von 5 Cerebrosiden aus 
Aceton- und Atherextrakt iit methylalkoholischer H,SO, nach 
Thierfelder’) fihrte zur Abtrennung von 1,07 2 gesattigten 
Sauren, aus denen sich 0,4 ¢ Cerebronsiure (Schmelzp. 100—101°) 


durch Fillung mit Me-Acetat isolieren heBen’). AuBerdem ent- 
hielten sie 0,07 g@ Lignocerinsiure (Schmelzp. 80—81°). An un- 
gesittigten Séuren konnten 1,03 ¢ in Form der Methylester ge- 
wonnen werden, aus denen 0,14 @ Oxynervonsadure (Jodzahl 62,5) 
bzw. 0,49 g¢ Nervonsiiure (Jodzahl 56,6) in mecht vollig remer lform 
abgetrennt wurden. Die beiden Séiuren leferten nach Hydrierung 
und Uinkrystallisation aus Aceton reme Cerebron- bzw. Lignocerin- 
sure. Aus den Spaltprodukten der Cerebroside lef sich weiter 
Sphingosin in Form des Tracetats?!®) nachweisen (Schmelzp. 98 


1.75 @ Cerebroside aus Chloroform —-Methylalkoholextrakt 
lieferten 0,43 ¢ Cerebronsiure (Schmelzp. 101°), 0,06 2 Lignocerin- 
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siure (Schmelzp. 88—84") sowie 0,1 g unreine Oxynervonsaure 
(Schmelzp. 81—82°; Jodzahl 43,6) und 0,02 g ebenfalls unreine 
Nervonsiure (Schmelzp. 41—41,5°; Jodzahl 58,8). 

Zur Identifizierung der Zuckerkomponente wurden 0,3 g Cere- 
brosid nach Klenk und Rennkamp?2) durch ?/,stiindiges Hr- 
hitzen im siedenden Wasserbad mit 10°/jiger HCl gespalten. Das 
Filtrat wurde der Vorschrift entsprechend aufgearbeitet und schlieB- 
lich auf ein Volumen von 10cem gebracht. Die nach drei verschie- 
denen Methoden durchgefiihrte Zuckerbestimmung ergab folgendes: 

Garwert: Im Lohnsteinschen Apparat trat nach 6 Stunden bei 58° 
keine den Leerwert iibersteigende CO,-Bildung auf. 

Drehwert: Drehung im 1 dcm-Rohr bei 18° -O,49°, Daher Zucker- 
gehalt der Lésung berechnet als Galaktose 0,661°'5. 

feduktionswert: Je 2,0 ccm der L6sung verbrauchten bei der Zucker- 
bestimmung nach Bertrand 2,31 (2,30) cem KMnO, (1,0 ccm KMn0O, 
10,0 mg Cu). Gefunden 0,600 (0,600) °/, Galaktose. 


lis liegt demnach nur Galaktose als Zuckerbestandteil vor. 

3. Sphingomyeline. Das gesamte Sphingomyelin wurde 
vereinigt und dem von Klenk und Rennkamp?*) angegebenen 
Verfahren zur Abtrennung noch vorhandener atherunlodslicher 
Glyeermphosphatide unterworfen. Darauf wurden 2,24 ¢ Substanz 
mit methylalkoholischer HCl im Bombenrohr bei 100° gespalten. 
Nach der Spaltung konnten 0,89 ¢ Saéureester abgetrennt werden 
(Jodzahl 82,2), aus denen sich 41 mg Lignocerinsiure (Schmelz- 
punkt 76°; Aquivalentgewicht 861) sowie 25 mg Stearinsiiure 
(Schmelzp. 61—62°; Aquivalentgewicht 290) isolieren lieBen. 


Ich méchte auch an dieser Stelle Herrn Prof. Klenk fiir seine wertvolle 
Unterstiitzung bei der vorliegenden Arbeit meinen besten Dank aussprechen. 
Kbenfalls bin ich Herrn Dr. A. Goebel vom Pathologischen Institut der 
Universitat K6In fiir seine Hilfe bei der Beschaffung des Ausgangsmaterials zu 

besonderem Dank verpflichtet. 
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Zur Chemie des Heparins*) 
Yon 


J. Erik Jorpes**) 


Aus der Chemischen Abteilany des Karolinischen Instituts Stockholm 


Der Schriftleituny zugegangen am 13. Dezember 1942) 


Beim Studium der thromboplastischen Wirkung des Cephalins 
aus Gehirn und anderen Organen wie auch anderer Organphos- 
phatide haben William H. Howell und sein Mitarbeiter Jay 
McLean?) im Jahre 1916 das Heparin entdeckt. Howell?) setzte 
das Studium fort, schuf eine Methode zur Darstellung des Heparins 
und beschrieb seine Eigenschaften. Urspriinglich als ein Leber- 
-phosphatid betrachtet wurde es bald (1924) als ein Kohlenhydrat 
erkannt. Die Naphthoresorcinreaktion auf Uronsduren war positiv 
[Howell®) 1928]. Das Heparin war mit basischem Bleiacetat, 
Bariumchlorid und Bariumhydroxyd fallbar. 

Die Kohlenhydratnatur des Heparins wurde weiter durch 
Fischer und Schmitz4) im Jahre 1933, und in demselben Jahre 
durch Scott und Charles®) bestatigt. 

Die letzteren Autoren verbesserten die Extraktionsmethode 
des Heparins aus Organen. Wahrend Howell zuerst mit Aceton 
ein Trockenpulver der Leber bereitete, machten sie einen schwach 
alkalischen Auszug der frischen Leber bzw. der Lunge und koagu- 
lierten die EKiweiBstoffe durch Erhitzen in Gegenwart von Ammo- 
niumsulfat. Beim Ansarern der Mutterlauge fiel das Heparin 
zusammen mit Fiwei8stoffen aus. Das Rohprodukt wurde nach 
Howell weiter verarbeitet. Nach proteolytischer Spaltung mit 
Trypsin sowie Entfernen der EiweiBstoffe mit Adsorptions 
reagentien, Fullererde und L’loyds Reagens und zuletzt mit 
Kadmiumehlorid wurde ein eiweibfreies Priparat erhalten, das 
die Kigenschaften des Heparins zeigte. 


“) Herrn Prot. H. v. kuler zum 70. Geburtstag gewidmet. 

**) Diese Untersuchung wurde durch Mittel aus der Stiftung ,, Therese 
och Johan Anderssons minne“, Stockholm und aus der Rockefeller 
Foundation unterstiitzt. 
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Das organische Geriist des eiweiBfreien Heparinpolysaccharids 
besteht aus Aquivalenten Mengen von Glucosamin, Hssigsdéure und 
einer Uronsiure [J orpes®) 1985, Jorpes und Bergstrom‘) 1987), 
ist folglich in derselben Weise aufgebaut wie die Chondroitin- baw. 
die Mucoitinschwefelsiure. Tatsichlich erwies sich auch das 
Heparin als eine Esterschwefelsiiure. Hier waren jedoch mehrere 
Sulfatgruppen vorhanden. | 


Die wahrseheinliche Struktur der Bausteme des Heparins: 
} 


H H 
r = | e.. 
| | | LH 
- HCOH P HCN 
) / | ~OCCH, 
Q HOCH Q) () HOCH () f 
ff | f | 
/ i  — sis 
HC | HC 
| 
COOH H,COH 


Wenn man das Brucinsalz des Heparinpolysaccharids im 
heiBem Wasser fraktioniert, erhalt man eme Serie von Fraktionen, 
welche mit stergendem Schwefelgehalt eme medrigere Léshchkeit 
in Wasser, gleichzeitig mit emer steigenden koagulationshemmenden 
Wirkung zeigen. In dieser Weise koénnen Fraktionen erhalten 
werden, welche emer Mucoitin-di- bzw. Mucoitin-tri-schwefelsaure 
entsprechen |Jorpes®), Jorpes und 3ergstrOm§)| und andere, 
die als eme Mischung von diesen aufgefabt werden kOnnen. Eime 
athnhlche Fraktiomerung kann mit dem Bariumsalz vorgenommen 
werden. 

Kigentlheh k6nnte man auch das Vorkommen emer Tetra- 
schwefelsiture annehmen im Falle, daf das Disaecharid dieselbe 
innere Struktur hatte wie Cellulose. Bisher sind jedoch nur drei 
Sulfatgruppen m den starksten Praéparaten angetroffen worden. 


Tabelle J 


Zusammensetzung der Na-Salze der verschiedenen Mucoitinschwefelsdiuren 





Schwefelgehalt | Schwefelgehalt 
des Na-Salzes | der freien Saure 








Dischwefelsaure . . Cy,H,,8,0,.NNa, 10,589), 11,86°/, 
Trischwefelsaure . « CyHyS;0..NNa, 13,58 15,50 
Tetraschwefelsaure . ¢ 1441 16540o,N Nae 15.8] 18.30 
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Die analytische Arbeit ist hauptsichlich mit dem Heparm aus 
Rinderleber ausgefiihrt worden. Das eiweiBfreie Polysaccharid 
enthalt etwa 9—10(11)°/, Schwefel. In Tab. 2 sind die Ergebnisse 
der Fraktionierung des Brucinsalzes eines Praparates wiedergegeben. 
Das Bruecinsalz der verschiedenen Fraktionen ist in das Ca-Salz 
umgewandelt worden. 

Tabelle 2 




















a, 2 o° © 
~~ = ' nite OF 
we Be Asche S Ca ay?) anf tas ~ = aa 
Sai2 . iy Sie 2. 3 o 
‘ vie ; = MMamAte=. Ce nN «, 
Substanz £ s ‘Be | rocken- 39 '@ s s 
erhalten aus |& @ |'o = _" substanz |5 0-4 832 
se is auf 'Trockensub- eowe-s 
at = berechnet}o6 oe qa 5a” 
ef => stanz berechnet wesSs 
3 4Ns 
1. Mutterlauge 7.20 1 10,4 29.8 | 8,8 | 10,4 | + 45,7° 65 
2. Mutterlauge O,75 6,54 | 29,6 10,8 10,3 | + 45,4° LOO 
3. Mutterlauge 1,60 | 10,2 30,3 | 11,2 aa +. 57,2° 100 
4. Mutterlauge 0,60 | 9,9 36,3 | 12,0 12,0] + 61,8° 125 
dem unl6slichen 
Brucinsalz 2,00 | 10,6 33.9 12,56; 12,3 + 63,5° ? 135—140 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, steigt die optische Aktivitat 
und die koagulationshemmende Wirkune der Fraktionen mut 
steigendem Schwefelgehalt.  Dasselbe tritt deutheher im Er- 
scheinung, wenn man die aus den schwerloslichen Bruciasalzen ver- 
schiedener Darstellungen erhaltlichen Alkalisalze vergleicht (Tab. 3). 


rT) : . 
Pabelle 38 
Der Zusammenhang zwischen Schwefelgehalt und koagulationshemmender 
Wirkung verschiedener Heparinfraktionen aus Rinderleber 





R Ca Na Koagulationshemmende 
; Wirkung in °/, des 

ae Standards, ber. auf 

auf Trockensubstanz ber. Trockensubstanz 


WNa-Salz..... 11,73 








a, 125 
2. Na-Salz.... . 12,00 }25—130 
3. Na-Salz... . 12,10 125—_130 
4. Na-Salz.. . : 12,50 135—145 
5. Ca-Salz .. . 12,56 12.60 135—140 
6. Na-Salz. . 12.90 140—145 
7. Ca-Salz . . 13,20 12.60 153 
8. Na-Salz . 13.80) 10,43 160 


Offenbar steigt die koagulationshemmende Wirkung der 
Fraktionen des Rimderleberheparims mit dem Sulfatgehalt, cine 
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Steigerung, die jedoch nicht ganz proportional dem Schwefelgehalt 
zu.sein scheint. 

Die Heparinpriiparate aus Rinderleber sind folglich nicht 

homogen. Dasselbe ist auch der Fall mit dem eiweiBfreien Lungen- 
bzw. Milzheparin vom Rind. Auch diese kénnen mit Brucin oder 
als Bariumsalze fraktioniert werden, und auch aus ihnen kénnen 
Fraktionen mit einem hohen Schwefelgehalt erhalten werden. Bei 
mehreren Darstellungen aus den Lungen und aus der Milz vom 
tind habe ich jedoch eine niedrigere koagulationshemmende 
Wirkung der verschiedenen Fraktionen gefunden, als dem Schwetel- 
gehalt entsprechen sollte, wenn man mit dem Leberheparin Ver- 
gleiche anstellt. 

Die Priparate aus den Lungen enthalten gleichzeitig Chon- 
droitinschwefelsiure, welche durch Fallung des Heparins als 
Bariumsalz mit der Mutterlauge entfernt wird. Das eiweibfreie 
Polysaecharid aus Rinderlunge wurde in dieser Hinsicht niher 
untersucht. Zuerst wurde Bariumchlorid bei neutraler Reaktion 
zugesetzt (Niederschlag I); dann Bariumhydroxyd (Niederschlag IT). 
Die Mutterlauge wurde mit 2 Volumen Alkohol versetzt und der 
Niederschlag im Cellophanschlauch dialysiert. Kin unléslicher Teil 
(Niederschlag I1]) wurde abgetrennt und die Flissigkeit konzen- 
triert. Bei Zusatz von Bariumhydroxydlésung entstand ein Nieder- 
schlag (LV) und aus der Mutterlauge wurde mit Alkohol ein anderer 
Niederschlag erhalten (VV). Samtliche Bariumsalze wurden in 
Natriumsalze umeewandelt (Tab. 4). 


Ta belle 4 

















Feuch- ®, auf Trockensubstanz berechnet gore 
g tigkeit Wirkung. 
in, Edenko \ P Uron-  Amino- | Lufttrockne 
saure zucker Substanz 
T } 65 10,0 4] 2.45 11,0 19,5 14 100 
II 1,3 11,0 _ 2,90 6,2 — 15 
HII | 2,7 10,5 39 3,3 7,2 21 14,5 15 
IV 1,15 a4 ao 2,95 4,8 — : 
Vi} 4,385 10,9 37 2,56 0) 22 7 | keine 


Simetliche braktionen haben eine ahniliche organische Struktur. 
Nur sechien der Aminozucker in der leichtléslichen Fraktion Galak- 
tosamim zu sein, wie in der Chondroitinschwefelsiure. In der 
Heparinfraktion ist der Aminozucker Glucosamin. 
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Die starksten Heparinpréparate haben eine Zusammensetzung, 
die etwa der einer Mucoitintrischwefe!siure entspricht. Friihere 
Behauptungen anderer Autoren® 1°), daB 21/,-Schwefelsiuregruppen 
auf jede Disaccharideinheit komme, beruhen auf der fehlerhaften 
Vermutung, daB der Stickstoff nur in Glucosamin vorkommt, 
wihrend man das Vorkommen von Ammoniumsalzen nicht beriick- 
sichtigt hat. 

In bezug auf die iibrigen Heparinfraktionen mit einem niedri- 
geren Schwefelgehalt entsteht die Frage, ob sie praiformiert im 
K6rper vorkommen oder Spaltungsprodukte der Mucoitintri- 
schwefelsiure sind. Ich habe die Frage experimentell zu beant- 
worten versucht [Jorpes!!) 1942]. Die Autolyse scheint un- 
eefihrlich zu sein. Die Priiparate aus Rinderleber bzw. Lunge 
haben dieselbe Aktivitit und denselben Schwefelgehalt, gleich- 
siltig, ob das Rohmaterial autolysiert ist oder nicht. DaB man 
durch eine unvorsichtige Extraktion im Grobbetrieb die Schwefel- 
siuregruppen teilweise abspalten kann unter Verlust der Aktivitat, 
habe ich mehrmals gesehen. Anderseits kann man die stirksten 
Heparinpraparate zusetzen und vollig unverindert  zuriick- 
sewinnen, wenn man die Extraktion der Leber nach Scott und 
Charles®) unter Eimhalten der gewohnlichen Bedingungen aus- 
fiihrt. Wenn man auch die Moéghchkeit einer Destruktion des 
Heparins wahrend der Extraktion nicht ganz ablehnen kann, habe 
ich doch den EFindruck bekommen, da’ die niedriger veresterten 
Fraktionen sowohl in der Leber als auch in der Lunge praformiert 
vorkommen. 

Die Frage nach krystallisiertem Heparin 

Auch auf diesem Gebiete hat man versucht, das wirksame 
Agens in reinem Zustande zu erhalten. Dieses Bestreben ist um so 
verstiindlicher, weil das Heparin eine physiologisch sehr wichtige 
Substanz ist. Abgesehen von ganz verfriihten Mitteilungen® °%) 
aus dem Jahre 1935 uber die Darstellung von krystallimschen und 
halbkrystallinischen Heparimsalzen, muf man auch gegen spiitere 
Mittedlungen miftrauisch sem. Die erste Mitteilung von Charles 
und Seott??) (1936) iiber ein krystallinisches Bariumsalz des 
Heparins wurde durch keine Analysenergebnisse gestitzt. Der 
Schwefelgehalt der freien Siiure war nur 11,5°/,, was etwa einer 
Dischwefelsiure entspricht. Ebenso berichteten Reinert und 
Winterstein?®) 1939 tber ein Natriumsalz mit 11,9°/) Schwefel 
und einer optischen Drehung von -+ 42°, das iiber ein ,,krystalli- 
nisches Bariumsalz‘’S dargestellt worden sei. [rst un Jahre 1940 
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gaben Charles und Todd) emen Schwetelgehalt an, welcher dem- 
jenigen der Mucoitintrischwefelsaure entspricht. Ihre Praparate 
waren jedoch in chemischer Hinsicht ebensowenig rein wie die- 
jenigen von Jaques!§) (1940) und von Jaques, Waters und 
Charles!4) (1942). Die letzteren Autoren gestehen, daf die 
krystallinischen* Bariumsalze 1,4—2,56°/, Ammoniakstickstoff 
enthalten. 

Ks ist nitmlich umnodgheh, homogene Barium- oder Alkalisalze 
zu erhalten, ohne daB man von der durch Klektrodialyse alkalitre: 
vemachten freien Saure ausgeht. Sonst bekommt man nur Misch- 
salze. Zu beachten ist auch, dai Bariumsalze, die aus Essigsiure 
ausgefallt werden, saure Salze sind. Wahrend das Baritumsalz der 
Mucoitintrischwefelsiure, C,4H,753009' Ba,, Mol.-Gew. 890, 30,9°/, 
Ba und 10,87, S centhalt, fanden Jaques) und andere aut 
10,7°/, 5 im Rinderheparin 22,7°/) Ba. Dies besagt, daB nur die 
Schwefelsiuregruppen neutralisiert sind (berechnet 22,9°/) Ba) 
aber nicht die Carboxylgruppe. Im. ,,krystallimischen’* Schweine- 
hepari dagegen kamen auf 10,36°/, 8 25,05°/, Ba, und im Schaf- 
heparin auf 11,62°/) S nur 18,15°/,Ba, ganz wie zu erwarten ist, 
wenn saure Salze ohne Iontrolle der Aciditat ausfallen. 

Kis ist leicht zu verstehen, dab bisher keime befriedigenden 
Analysenresultate erschienen sind, die die Vermutung einer 
krystallinischen Struktur des Heparins berechtigen sollten. Jede 
Disaccharidemheit des hochmolekularen Polysaccharids enthalt 
in den stirksten Praparaten 3 Sulfatgruppen. Es ist) kag zu 
erwarten, daB jede von diesen Hunderten von Disaccharidemheiten 
nach der Isoherung des Heparins ganz intakt gebheben ist. Die 
zahlreichen sauren Gruppen erschweren auch das Bestreben, 
homogene Priparate zu bekommen, was besonders bei dem Barium- 
salz der Fall ist. 

Die Frage nach der Einheithehkeit der reimsten Heparin- 
priparate ist von allergroBter Bedeutung. Wenn man die Diskussion 
uber die Heparmeinheit aufnehmen will, entsteht die Frage nach 
der Méghechkeit Praparate darstellen zu kOnnen, deren chemisehe 
und biologische Eigenschaften wohl defimert sind. Diese Mée- 
lichkeit) seheint, was das Heparin anbetrifft, vollkommen = aus- 
geschlossen zu sein. Zu den Schwierigkeiten der chemischen Rein- 
darstellung kommt noch eme Verschiedenheit im der Starke je 
nach der Tierart, von der das Heparin herstammt. 

fm Jahre 1940 fand Jaquests), dafg Heparin aus Hundeleber 
etwa 2?/omal starker ist als dasjenige aus Ochsenleber. Heparin 
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derselben Starke wurde auch im Blute des Hundes beim Pepton- 
schock gefunden. 

Das Schweineheparin hatte etwa die halbe koagulations- 
hemmende Wirkung wie das Rinderheparin, und aus Schafleber 
dargestellt war das Heparin noch schwiicher. In diesen samtlichen 
Priiparaten war der Schwefelgehalt sehr hoch, etwa 10,8°/) des 
lufttrocknen Bariumsalzes. 

Die Befunde von Jaques und Mitarbeiter beziighch Hunde- 
heparin habe ich bestiitigen kénnen. 

Es ist offenbar, daB versechiedene Tiere ihre spezifischen 
Heparine produzieren, und dai die Heparinwirkung meht nur 
durch den Gehalt an Esterschwefelsiuren bedingt ist. 

Dies alles macht die Diskussion tiber das krystallinische 
Heparin sehr unfruchtbar. Es scheint jedenfalls, als ob wir nicht 
berechtigt waren, von krystallinischem Heparin zu sprechen. 
Wir konnen gewiB zugeben,.daB die stirksten Heparimpriiparate 
aus Rinderleber eine ziemlich homogene Zusammensetzung haben, 
die etwa derjemgen emer Mucoitintrischwefelsiure entspricht. 
Sowohl durch Fraktiomieren der Brucinsalze (Jorpes) als durch 
langsame Ausfallung der Bariumselze (Jaques und andere) sind 
wir zu Praparaten gekommen, die 1m Na-Salze cinen Schwefel- 
eehalt von 13,8°/,, ee optische Aktivitiit von +-65-—-70° und 
eine koagulationshemmende Wirkung von 160°/, der Starke unseres 
Standardheparms haben. Is ist nichtsdestoweniger sehr fragheh, 
ob wir berechtigt sind, nur diese Fraktion des urspriinglichen 
Polysaccharids Heparin zu nennen, so lange es nicht erwiesen ist, 
daB die wbrigen Fraktionen der letztgenannten entstammen, 


Das Standardheparin 


Selbstverstindlich hat man auch auf diesem Gebiete versucht, 
die biologische Aktivitat im Eimbkeiten auszudrueken. Dies wird 
durch die Ungenamekeit der Methoden zur Bestimmune der 
Germnungszeit des Blutes in hohem Grade erschwert. Tolghch 
hat jede Arbeitsgruppe thre cigene Methode der Koagulations- 
bestimmung und ihre eigene Antikoagulationsemheit ausgearbeitet. 
Man darf nur auf die Kinheiten von Howell’) (1928), Charles 
und Scott’) (1983), Best und Murray?!) (14938), Schmitz?) 
(1935), Chargaff, Bancroft und Stanley-Brown?*) (1986), 
de Puoz}§) (1938), Reinert und Winterstein!®) (1939) und 
Astrup?%) (1938) hinweisen. Nur die Kinheit von Murray und 
Best bezicht sich auf eme bestimmte Substanzmenge, 4/,9) ing des 


m 
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..krystallinischen’* Bartumsalzes, die anderen sind biologisch 
definiert. Meistens sind die Emheiten sehr klein, z. B. die Anti- 
koagulationseinheit von Reinert und Winterstein 7/59) mg des 
reinen Heparins. 

In Schweden haben wir nach einem Vorschlage von Berg- 
strdém?°) und andere (1937) die Menge des Heparins nur in Milli- 
erammen ausgedrickt und dabei den einfachsten MaBstab erreicht. 
Als Standardheparin haben wir das Trockenpulver des am leich- 
testen zugiinglichen Natriumsalzes des Leberheparins aus Rinder- 
leber gewaihlt, wie es im GroBbetrieb dargestellt wird und zur 
Thrombosebehandlung Verwendung findet. Dieses Verfahren hat 
sich als sehr praktisch erwiesen. Aus Rinderleber kénnen Frak- 
tionen isoliert werden, die eine Aktivitiit von 160°/, dieses Standards 
haben. Unser Standardheparin enthalt etwa 85 Torontoeinheiten 
nach Murray und Best und etwa 500 Antikoagulationseinheiten 
nach Reinert und Winterstein pro mg Trockensubstanz. 


Das Vorkommen von Heparin 


Heparin kommt bei den Wirbeltieren bis zu den Fischen vor. 

AuBer in der Leber, welche die Hauptquelle zur Darstellung 
des Heparins ausmacht, konnte Howell Heparin auch in anderen 
Organen nachweisen: 1m Herzen, in der Schleimhaut des Uterus 
und, wie er vermutete, auch im Blut. Scott und Charles®) wiesen 
den Reichtuin der Lungen an Heparin und seine weite Verbreitung 
im Tierkérper nach. 

Ks wird in den Mastzellen gebildet [Holmgren und Wi- 
lander*!) 19387; Jorpes, Holmgren und Wilander?*) 19387]. 
Die Entdeckung der Heparinbildung dieser Zellen wurde durch 
die Befunde von Lison*’) von 1935, da Esterschwefelsiuren 
hochmolekularer Substanzen das Toluidinblau metachromatisch 
violett farben, ermédglicht. Infolge des hohen Gehaltes an Ester- 
schwefelsiuren gibt das Heparin eme sehr starke Metachromasie- 
reaktion [Jorpes*4) 1936]. 

Die Verbreitung der Mastzellen ist bei verschiedenen Tieren 
vanz verschieden. Die Leber des Rindes und des Hundes sind 
reich an Mastzellen, waihrend der Gehalt in der Ratten- und 
Kaninchenleber sehr niedrig ist. Die Capsula Glissoni der Ochsen- 
leber ist auBerordentlich reich an Mastzellen und gibt etwa 10mal 
mehr Heparin als das Lebergewebe. 

Man kann nunmehr die Verbreitung des Heparinsystems 
eimigermagen histologisch verfolgen. Meistens sind die Mastzellen 
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in nachster Nahe der feineren Blutgefi8e angehauft, was sehr viel 
uber die Funktion des Heparins aussagt. Bei einigen Zustanden 
kann man auch den Ubergang des Heparins in das Blut verfolgen, 
wie beim Peptonschock des Hundes [Wilander?’) 1938] und bei 
dem anaphylaktischen Schock sensibilisierter Tiere [Jaques und 
Waters?6) 1940]. 

Sonst darf man aus der Metachromasiereaktion keine sicheren 
Schliisse ziehen; denn diese Reaktion wird auch von der Chon- 
droitinschwefelsiiure und den niedrig veresterten Heparinfraktionen 
verursacht, wenn auch diese eine schwachere Farbenintensitat 
zelgen. 

Die Metachromasiereaktion ist beim Studium der Ausscheidung 
des Heparins [Wilander*), Copley*’)| sehr wertvoll gewesen. 
Sowohl intravenés als subcutan zugefihrtes Heparin kann binnen 
1/, bzw. 1 Stunde in den Nieren mit der Metachromasiereaktion 
nachgewiesen werden. Beim Kaninchen und beim Menschen 
kann man sogar 20-——25°/, des zugefiihrten Heparins aus dem Harn 
isolieren, und zwar wahrend der ersten Stunde nach der intra- 
vendsen Injektion. 

Das Heparin tritt folglich sehr leicht durch die Wiinde der 
Capillaren und kann im Blute nicht gut gréBere Konzentrationen 
erreichen. Die Frage nach dem Vorkommen des Heparins im 
flieBenden Blute ist jedoch sehr wichtig und sehr viel diskutiert 
worden. Es ist nimlich sehr leicht méglich, daB das Blut auch 
ohne Heparin in Abwesenheit von Thrombokinase sich in den 
GefaBen flissig halten kann. Anderseits will man dem Heparin 
nicht gern jede Bedeutung fiir das Flissighalten des Blutes ab- 
erkennen. Das Heparin wird jedoch von spezifischen Zellen ge- 
bildet, die im Zusammenhang mit dem GefaBsystem stehen, und 
hat eine spezifische auBerordentlich hohe biologische Aktivitiit. 
Schon 1,5 mg des Standardheparins auf 1 Liter Ochsenblut ver- 
lingert bei Zimmertemperatur die Gerinnungszeit des Blutes in 
gewOhnlichen Glasréhrchen um 14/,—1 Stunde. 20 mg desselben 
Heparins haben nach intravendser Injektion beim Menschen (etwa 
4 ing pro Liter Blut) einen deuthchen EinfluB auf die Gerinnungs- 
zeit des Blutes [Bergstrém*°) und andere]. In der Tat hat 
Wilander?) (8. 68) bei zwei Darstellungen 0,8 und 1,5 mg Stan- 
dardheparin pro Liter Rinderplasma isoheren kénnen, was auf 
Vollblut wingerechnet nicht weit von der wirksamen Menge 
pro Volumeneimheit Blut hegt. Dazu mu man die Schwierigkeiten 
der quantitativen Isohering des Heparins berucksichtigen. Dies 
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alles berechtigt, dem Heparin eine physivlogische Funktion als 
koagulationshemmendes Mittel zuzusprechen. Neuerlich hat in- 
dessen Mager1]?8) ihm eine andere Funktion als Katalysator bei 
der immunologischen Bildung der Antikérper gegen Infektionen 
zuteilen wollen. 
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Die Phasen der intravendés injizierten Amylase 
im Kaninchenkérper*) 
Von 


V. Ritama 


(Aus dem Biochemischen Institut Helsinki 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29, Dezember 1912 


Die Bedeutung der Schwankungen der Amylasekonzentration 
iu Blut und im Harn fiir die klinische Medizin ist schon seit langer 
Zeit bekannt. Von gréRerem Gewicht als das Fallen ist der An- 
stieg des Amylasespiegels im Blut sowie die darauf folgende ver- 
mehrte Ausfuhr von Amylase im Harn, was vor allem bei Pankreas- 
schadigungen vorkommt. Der Anstieg des Amylasespiegels in 
diesen Fallen wird durch erhédhte Zufuhr von Amylase ins Blut 
hervorgerufen. Das bei einigen Nierenkrankheiten anzutreffende 
Ansteigen der Blutamylase dagegen ist ein Retentionssymptom, 
eine Folee des herabgesetzten DurchlaBvermégens der Nieren. 

In der experimentellen Biologie wird der Anstieg der Blut- 
amylase am einfachsten durch Abbinden des ductus Virsungianus 
hervorgebracht. Zur Untersuchung der Absonderungsverhiiltnisse 
ist dieses Verfahren jedoch mit dem Nachteil behaftet, dafi die 
in das Blut gelangende Amylasemenge nicht quantitativ fest- 
gestellt werden kann. Aus diesem Grunde diurfte es angebracht 
sein, kurz die Kreebnisse der im Laboratorium des Biochemischen 
Forschunesinstituts zu Helsinki vor dem Kriege ausegefiihrten 
Tierversuche darzustellen, bei welchen eime Steigerung der Amy- 
laseckonzentration bei Kaninchen durch Finspritzen einer bekannten 
Menge konzentrierter Amylasel6dsung in die Ohrvene hervor- 
gerufen wurde. 

Material und Methodik. Kkaninchen von 1000—2950 ¢ Ge- 
wicht erhielten im die Ohrvene eine Injektion aus Pankreas- 
pulver des Schweines nach Sherman, Caldwell und Adams!) 
hergestellter konzentrierter Amylasel6sung, deren Wirkungsstirke 
zuvor bestimunt war. Nach 5—15 Minuten sowie spiiter in Zwischen- 


*) Herrn Prof. H. von Kuler zum 70. Geburtstag vewidmet durch 
A. J. Virtanen. 
ty) J. biol. Chem. (Am.) SS. 295 (1930). 
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riumen von etwa 1 Stunde wurden aus der Vene des anderen 
Ohres Blutproben genommen. 1-—20 Stunden nach der Injektion 
wurde das Tier durch einen Schlag ins Genick get6tet und das 
Blut durch Offnen der Halsvenen abgelassen. Fir die Unter- 
suchune wurden Blut, Harn, Galle, Magen- und Darminhalt sowie 
Proben aus den Organen genommen. Darminhalt wurde dem 
oberen Teile des Duodenum und dem unteren Teile des Jejunum 
entnommen. Von den gleichen Stellen wurde auch Schlembaut 
des Darmes sowie aus dem Coecum ein Stick Dickdarm genommen. 
Die Proben wurden sofort untersucht, auBer der Bauchspeichel- 
driise, der Speicheldriise und der Schleimhaut des Duodenumes. 
denen die 10fache Menge 87°/,igen Glycerins zugegeben wurde, 
worin die Organe mit Hilfe von Sand zermahlen wurden. Dic 
Amylase wurde in diesen Organen nach 6—7 Tagen bestimmt. 

Zur Bestimmung der Normalwerte wurden 11) Kaninchen 
verwendet. 

Die Bestimmung der amylolytischen Wirkung erfolgte nach 
dem Verfahren von Willstatter, Waldschmidt-Leitz und 
Hesse!), indem einer Stirke (etwa 1°/,) — Phosphat puffer 
(pu = 6,8) — Natriumchloridlésung ber emer Temperatur von 
+ 80° eine abgewogene Menge, etwa 0,1—0,3 ¢ des zermahlenen 
Organs oder mit der Pipette die zu untersuchende Substanz oder 
der Auszug zugegeben wurde, ber Bedarf durch Wasser verdiinnt. 
Von dieser Mischune wurde die erste Probe von 10 ¢em nach 
[0 Minuten genommen und je nach der Reaktionsgeschwindigkeit, 
dice wihrend des Versuchs nachgepriift wurde, nach 20—60 Minuten 
eine neue Probe. Die Reaktion in den Proben wurde durch Salz- 
sdiure unterbrochen. Durch Bestimmung des Jodverbrauchs dieser 
Proben wurde dessen Zunahme je Stundein 0,1 ¢e¢min 37 cem 
Starke-Pufferl6sung unter den Versuchsbedingungen 
(+ 30°) je Ig frisches Organ oder zu untersuchende Fliissic- 
keit berechnet. 

Obgleich die so erhaltenen Werte nicht unmittelbar mit den 
Amylaseeinheiten Willstatters vergleichbar sind, kénnen_ sie 
untereinander verglchen werden, da die Versuche stets unter 
gleichen Verhaltnissen stattfanden. NaturgemiB variierte die 
zugegebene Amylasemenge in ziemlich weiten Grenzen, weshalb 
die Versuchszeit verschieden lane gehalten werden mute, was die 
Genauigkeit der Ergebnisse ungiinstig beemfluBbt hat. Ber den 


2) Diese Z. 126, 143 (1923). 
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Organen mit dem geringsten Effekt traten bei Parallelversuchen die 
groBten Schwankangen — bis zu 20°/, — in den Ergebnissen auf. 
Dies ruhrt auBer von der gréBeren Bedeutung der Fehlerquellen 
der Methode wohl zum Teil daher, dafB die beim Zugeben des 
Organs in die Mischunge geratenen Substanzen gerade bei ihnen 
eine stérende Einwirkung ausiiben, ebenso wie auch die in den 
Organen stattfindenden autolytischen Prozesse. Bei den Fliissig- 
keiten sowie den Glycerinausziigen waren die Firgebnisse der 
Parallelversuche erheblich genauer. 

Der Austritt von Amylase aus dem Blut. Purch intravendse 
Amylaseinjektionen kann der amylolytische Effekt des Blutes 
auf das Mehrzehnfache gesteigert werden, jedoch beginnt er 
sofort nach der Injektion mut betrichtlicher Geschwindigkeit 
gu sinken. Im dem Versuch Nr. 8 (fab. Il) war der Effekt zu ver- 
schiedenen Zeiten nach der Injektion foleender: 10 Minuten 414,4; 
1 Stunde 5 Minuten 216,1; 2 Stunden 5 Minuten 157,9; 3 Stunden 
5 Minuten 118,0; 4 Stunden 5 Minuten 92,2; 5 Stunden 20 Mi- 
nuten 66,8 Kinheiten. Die Geschwindiekeit der Abnahme betrug 
somit wihrend der ersten Stunde etwa 52°/, (in der Wirklichkeit 
noch mehr, weil die erste Bestimmung erst 10 Minuten nach der 


Injektion stattfand), wiéhrend der zweiten 279/,, wiihrend der 
J /0» 
dritten 25°’), wahrend der vierten und fiinften etwa 22°/, pro Stunde. 


Auch bei den tbrigen Versuchen gingen die Ergebnisse in der 
sleichen Richtune. 

Der Austritt von Amylase aus dem Tierkorper, er amylo- 
lytische Kitfekt des Blates, des Harns, der Galle sowie des Magen- 
und Darminhaltes ber den Normalkaninchen geht aus Tab. I 
hervor. Die entsprechenden Werte der durch Injektion behan- 
delten Kaninchen sind aus Tab. ID ersichthch, in welcher auch 
Gewicht des Tieres, myjizierte Amylasemenge, Versuchsdauer, 
amylolytischer Effekt des Blutes und des Harns vor dem Versuch 
(wenn dieser bestimmt worden ist), sowie die Harnmenge bei Ab- 
schluf8 des Versuchs aufgenommen sind. Die aus dem Blut aus- 
vetretene Amylasemenge ist unter der Voraussetzung berechnet, 
dafi die Blutmenge des Kaninchens 6,5°/, vom Gewicht des Tieres 
betragt, sie ist in Prozenten der injizierten Menge ausgedriickt. Die 
Menge der in den Harn tibergetretenen Amylase ist in Prozenten 
der injizierten sowie der aus dem Blute ausgetretenen Menge be- 
rechnet. Wenn der amylolytische Effekt des Biutes oder des Harns 
nicht vor dem Versuch bestimmt wurde, so kamen bei Ausfihrune 
der Berechnungen die Mittelwerte aus Tab. lt in) Anwendung, 
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Tabelle | 





Anzahl 


der Falle Mittelwert 


{;renzwerte 





Sure Se ek 2k & ek «F Ss 21,9—45,2 
i) oe ee ee Ss 32,2—69.2 
Galle (aus der Gallenblase) . . 5 G —ff,! 
Mageninhalt ......... 4 17,4—47,7 
Duodenum-Inhalt. . 2. 2. 2 |. 5 226,0-—592,0 
Jejunum-Inhalt... { 49, 5—103,7 


34,5 
54.5 
3.6 
28,6 
284.5 
73.8 
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ersten Stunde mehr als 50° , 
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1. Der bereits erwihnte schnelle Austritt der Amylase aus 
dem Blate. Von der injizierten Amylase waren schon wihrend der 


eehen zunachst foleende Punkte 
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erfolete die Abnahme langsamer. 


lase 


jizierte Amylase verschwunden. 


2. Im Harn zeigt sich eme betrichthche Zunahme der Amy- 
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mehr nachweisbar. danach 
Nach 20 Stunden war alle in- 
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. Im Versuch Nr. 5 war der amylolytische [ffekt des Harns 
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auf das 145fache gestiegen. Von der injizierten Amylase wurde 
eme erhebliche Menge (9,5—21,49/,) um Harn angetroffen. Auf 
dic aus dem Blute ausgetretene Menge bezogen waren es 11,2 und 
26.69/0. Nach 20 Stunden nimmt die Harnamylase mecht mehr zu. 

3. Auch in der Galle wird eine Zunahme der Amylase fest- 
vestellt, ohne dai jedoch der Effekt ebenso grofe Werte wie im 
Harn erreicht. Obgleich die abgesonderte Gallenmenge nicht genau 
bestimimt werden kann, da ein Tei! derselben direkt in den Darm ve- 
lanot, ist es offensichtlich, dai die mit der Galle ausgetretene Amy- 
lasemenge héchstens einige Prozent der injizierten Menge ausmacht. 

4. Der Austritt der injizierten Amylase auf anderen Wegen 
i den Darm erscheint nicht wahrscheinlich, jedenfalls weicht der 
amvlolytische Effekt weder des Magen- noch des Darminhalts 
deutlich von den Normalwerten ab. Hierbei ist jedoch besonders 
< in bezug auf den Mageninhalt die Moelichkeit emer raschen In- 
= aktivierung in Betracht zu ziehen. 

Im hichte der dargestellten Krgebmisse scheint es offensicht- 
lich, dab héchstens etwa 30°/, der aus dem blute ausgetretenen 
Amylase um Harn und in der Galle zu finden ist. Was die wbrig 
eeblebene Menge — etwa 70°/, — betrifft, so ist am ehesten an 





Jejunum-dnk. 


eine Inaktivierune sowie an die Anhautune m gewissen Organen 


Z zu denken, was hinsichtlich eimiger Fermente nacheewlesen ist. 
oa Die Inaktivierung. Pas bei den Versuchen Nr. 8—6 vewon- 
= nene Blut wurde im Thermostaten bei + 37° aufbewahrt und der 
Kffekt desselben alle Stunden bestimmt. Versuche wurden eben- 

falls mit sowohl im Glas wie in der Harnblase gehaltenem Harn 

12, auseefiihrt. Die Geschwindigkeit der Inaktivierung betrug walrend 
46, der drei ersten Stunden im Blut durchschnittheh 6,7°/5, im 
| 2%. Harn 9,25°/, pro Stunde. Obeleich diese Versuche selbst ver- 


stindlich nicht beweisen, dal eime Inaktivierune auch in vivo 
stattfande, legen sie jedoch diese Vermutung nahe. Der Umstand, 
dab die prozentuale Menge der im Harn gefundencn Amylase bet 
wachsender Versuchsdauer nach 8 Stunden nicht zunimint, diirfte 
eerade auf die Inaktivierune der Amylase zurtackzufahren sein. 

Die Amylasekonzentration der Organe nach der Injektion. Uim 
die in den Organen als Folee der Ainylaseinjektion eventuell 
auftretenden Schwankungen des amylolytischen léffektes nachzu- 
weisen, warde dieser Effekt i emigen Oreanen ber den Normat- 
kaninchen (Tab. ILD) und bei den obenerwihnten, durch Injektion 
behandelten WKaninchen (Tab. IV) bestimint. Die myizierte 
Ainvlasemenee sowie die Versuchsdauer sind aus Tab. TL ersichtlich. 











pip V. Ritama, 


Tabelle Ll 





Anzahl 




















Organ a (iIrenzwerte Mittelwert 
der Falle 
Niere .. oe oe we 8 8 24,3—58,0 38,9 
Leber . oe ae 7 48 O—112,0 75,9 
Milz .. ; , § 19,8—103,8 58,1 
Lunge. |. | 5 11,1—34,4 16,3 
Muskel 7 19,2—42,] 27,0 
Herzmuskel  . 2? 14,.8—39.] 26,9 
Speicheldriise — 3 15288 O—65 250,0 56 161,0 
Pankreas . . 3 21090,0—24420,0 22817,0 
Magenschleimhaut 4 22,,2—56,0 33,5 
Duodenum-Schleimbaut 5 882 0O—2828,0 2260.0 
Jejunum-Schleim haut 77,6 
Dickdarm ... . : | 35,9 
Tabelle LY 
3| 2 eis is 
— tg ey a = a = = 
co} 21 si|[s | 1/4 131 & > |e] 3e)2 12 
S| z= = 2 = = “2 c : o | a 
“21 A)" |4]/a]8] 3 s |2l/el|a 12 
a a S © =o 
1 | 132.1] 118,6 | 
2 OS LE LILO} 94,4 S47 
3 | 103.9 | 100,4 | 130.6 | 135,61157.0 [103,387,388 850.0] 3 L080,01 91,.6)4107.0 
4 | 188.0] 136.8 195.37476.2 75480,0 149 950,01 110,0]3330,0] 196.31 57.4 
5 85.; 72.0 57,3155 500.0118 320.0 77,31 8316.0] 137, 1] 42,6 
6 97,6 78,3 
7 | 68.6] 150,2 | 121.7 50,2 
ba} 51.57 100,38 
GQ | 504], 168,01 28,2 a2.3 



































Kine Betrachtung der Werte zeigt, dab der amylolytische 
Mitfekt wahrend der ersten Stunden nach der Injektion in den 
meisten der untersuchten Organen ziemlich hoch ist, schon nach 
4—5 Stunden aber sind deutliche Abweichungen von den Normal- 
werten nicht mehr festzustellen. Der Amylasewert der Leber 
steigt nicht besonders hoch an, indessen scheint die Abnahme in 
ihr sich langsamer zu vollzichen als in den tibrigen Organen;: si 
ist nach Verlauf von 20 Stunden noch ziemlich wirksam. 


44a 
A 


Soleh 
eine lingere Versuchsdauer kommt jedoch nur in einem Falle vor. 


Ks mui in Riicksicht genommen werden, dali die Amvlasewerte 
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schon bei Normaltieren stark schwanken, ein Umstand, der jeden- 
falls zum Teil von Variationen der Nahrung und den Phasen der 
Verdauung beeinfluBbt sein kann. Auch bei den Organen mit 
srobem amylolytischem Effekt sind die Werte nur mit groBter 
Vorsicht zu beurteilen. Ks mub auch an die Moéglichkeit gedacht 
werden, dafi die in den Organen gebliebene Blutmenge auf die 
[rgebnisse einen EinfluB ausiibt. 


Zusammenfassung 


Das Schicksal der Amylase von Kaninchen wurde nach einer 
intravends erfoleten Injektion emer bekannter Menge Amylase 
nachgeprift. 

Durch die Injektion konnte ein Anstieg des Amylasespiegels 
des Blutes auf das Mehrzehnfache hervorgerufen werden, der Je- 
doch rasch wieder abfiel. Es wurde eine betrachtliche Zunahme 
der Amylase des Harns und der Galle festgestellt, die etwa 4/, der 
injizierten Menge betrug. Fur die ibrig gebliebene Menge wurde 
auf die Moglichkeit einer raschen Inaktivierung hingewiesen, wie 
diese in vitro zu zeigen war. [ine lingerdauernde deutliche 
Kumulation in den untersuchten Organen als Folge der Injektion 
konnte nicht festgestellt werden, dagegen wiesen die Ergebnisse 
auf die Moghchkeit hin, daB der amylolytische Effekt der Organe 
von demjenigen des Blutes abhingig sein kann. 








Zur biologischen Oxydation der Oxalsaure. II”) 


Von 
Wilhelm Franke, Fritz Schumann und Basudev Banerjee 


Mit 11 Figuren im Text 


(Aus dem Chemischen Universititslaboratorium Minehen und dem Institut 





fdr Organisch-chemische Technologie und Girungschemie dies Universitit Wirzbury 


Der Sehriftleitung zugegangen am 13, Dezember 1942 


Die zuerst von Houget. Maver und Plantefol!) 1927 beob- 
5 : ) 


achtete Oxydation von Oxalsiure durch Moose wurde vor 5 Jahren 
von Franke und Hasse?) einer eingehenden Untersuchung unter- 
zogen. Wahrend die franzésischen Autoren diesen Oxydations- 
vorgang durch eime Oberflachenkatalyse mit spezifischem Kimschlae 
zu erklaren versucht hatten, konnte in der eben zitierten I. Mit- 
tellung zum mindestens sehr walrschemlblch gemacht werden, daB 
es sich um die Wirkung eimes Inzyis handelte. Dieses Enzym, 
die sogenannte Oxaloxhydrase oder Acro-Oxalodehydrase, 
konnte durch geeignete Mafnahmen von der Mooszelle abgetrennt 
und in waBrige Losung ubergefihrt werden. Sowohl durch Dialyse 
als durch Alkohol-Atherfillung des wiBrigen Moosextraktes wurde. 
bezogen auf das lufttrockne Ausganesmaterial, eme 12- bis 15- 
fache Enzymanreicherung erziclt. Der Wert 


emi CO,-—O, 
ale : 
eres ing nzym-Std. 


Mab der enzymatischen Aktivitéat betrug fur die aktivsten 


Praiparate 3800—600. 


Weiterhin wurde in jener Arbeit gezeigt, dab die Wirkune 


des oxalsdéureabbauenden Ferments eme dehydricrende ist; das 
ber semer aeroben Funktion sich bildende Hydroperoxyd konnte 


in theoretischer Ausbeute gefaBbt werden. Es gelang jedoch nicht, 
die Oxalsiuredehydrierung unter Verwendung versehiedencr Ac- 
ceptoren sauerstofflos durchzufiithren. so dab das , Ferment als ele 





*) Herrn Prof. H. v. Euler zum 70. Geburtstag gewidmet. 
) Ann. Physiol. (Fr.) 3, 663, 712 (1927); 4, 123 (1928). 
2) I. Mitt., Diese Z. 249, 231 (1937). 
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hesonders acceptorspezifische Dehydrase, eine Oxhydrase bzw. 
Aerodehydrase?!), aufzufassen war. 

Die Absicht der vorliegenden Untersuchung war in erster 
Linie gewesen, unter Benutzung des schon vorhandenen Versuchs- 
inaterials reimere und aktivere Enzympriiparate aus Moos dar- 
zustellen sowie nach Moghchkeit etwas iiber die stoffliche Natur 
des Ferments zu erfahren. Aus duBeren Griinden konnte das ge- 
steckte Ziel nur zum Teil erreicht und die Untersuehung nur zu 
einem vorlaufigen Absehlu8 gebracht werden. Immerhin gelangten 
wir zu 200fach angereicherten Praparaten mit emer ,,Atmungs- 
erOBe von rund 5000, die ausgesprochene Proteinnatur zeigten. 

lm zweiten Teil der Arbeit werden einige Versuche uber die 
stark zellgebundene, im ubrigen aber dem Moosenzym nahe ver- 
wandte Oxalodehydrase der hGheren Pflanzen, insbesondere des 
Sauerampfers, und anhangsweise ei paar orientierende Beob- 
achtungen uber das Bakterienenzym mitgeteilt. 


A. Das Moosenzym 
1. Aktivitatsbestirmmung 


Die Bestimmung der enzymatischen Wirksamkeit erfolgte unter 
Luft nach der in der |. Mitteilung angegebenen manometrischen 
Methode, bei der auf die — nicht hinreichend rasech erfoleende — 
Absorption von CO, verzichtet und nur die Differenz eebildetes 
CQO, minus verbrauchter O, gemessen wird, 

Zur Eraelung annihernd optimaler Bedingungen fur den Test 
wurde zunachst der EimfluB der Substratkonzentration bet 
verschiedenen Enzvmmengen untersucht und vefunden, dab bei 
emer Oxalsiurekonzentration von m/200 im allen Fallen em aus- 
ecpragtes Optimum lag. 

Krhebhche Sehwierigkeiten traten ber der Ireststellung der 
optimalen pu- Bedingungen und threr Stabiisicrung tirch Puffer- 
Zusatz aul. 

ihranke und Hasse hatten bet Verwendung von ‘Lartratpuffer das 
Optimum der Oxalsiuredehydrierung bei py 2,5 gefunden. Auf Grund unserer 
Beobachtung, daB einerseits die Salzionen des Puffers die katalytische Wirk- 
samkeit des Enzyms stark hemmten und andererseits ¢in friiher viel verwen- 
lcter Ansatz, bestehend aus leom Enzymlosung, 1] com m 40-Oxalsiure und 
3ccm Wasser, das py 2,6 besitzt, erschien es angdnyiev, den Puffer bei der 
\ktivitatsbestimmung tiberhaupt wegzulassen. 

') Zur Enzymsystematik vgl. a) W. Franke in Nord-Weidenhagen, 


Handb. d. Enzymol.. S. 674 ff. (Leipzig 1940); b) Angew. Chem. 03, 58U (1940). 
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Wihrend in ungepufferter Lésun.e ber Verwendung von 
Moospulyer und rohem Moosextrakt annaiernde Proportionalitiit 
zwischen Umsatz und Reaktionszeit bestand, machte sich bei 
hoéherem Reinheitsgrad des Ferments ein autokatalytisches An- 
steigen der Reaktionsgeschwindigkeit bemerkbar (Tig. 1). 











Fig. 1 
Reaktionskurven enzymhaltigen Materials verschiedener Reinheit. (Ansatz vel. 8.25: 7 
I Moospulver (Qag — 4 26) 
Il Moosextrakt (Qco, 9. = 120 


lif Ammonsulfat-Pillung (Q 1400) 


Ci) {) 
Dieser Mi8stand libt sich auch nieht durch Verwendung kleinerer Enzym 
mengen beseitigen, so dal wir gezwungen waren, trotz der erwahnten Hemmunes- 
effekte auf gepufferte Loésungen, in denen die Erscheinung nicht oder nur 
schwach auftrat, zuriickzugreifen. 
In Hig. 2 ist der Mantas der Puffer kKonzentration aui dic 
Reaktionsgeschwindiekeit dargestellt, 
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Kinflu8 der Pufferkonzentration auf die Reaktionszeschwindickeit 
Tartratpuffer py 2,8; 30°. Allgemeiner Ansatz vel. Fig. 3 


I ohne Puffer, L| 0.04 m-Tartrat. [1] OOS m-Tartrat. iV 0.16 m-Tartrat 


Bereits ber emer Pufferkonzentration von m/25 tritt der ; 
katalytische Reaktionstypus so abgemildert in Erscheinune, dab 
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sich Aktivitatsvergleiche mit ausreichender Genauigkeit durch- 
fihren heBen. Versuche, bei gleichem pxu-Wert eine noch geeig- 
netere Puffersubstanz zu finden, waren ohne Erfolg, da sowohl 
Citrat- als auch Glykokollpuffer in der Konzentration von 
1/25 erheblich stirker hemmten als Tartrat (lig. 3). 
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EinfluB der Puffersubstanz auf die Reaktionsgeschwindigkeit 
{ m/25-Tartratpuifer, {lL m/25-Citratpuffer, Lit m/25-Givkokollpuffer 


Ansatz: Leem Enzvmilésung, 1 ecem m/5-Puffer, 2 ecm Wasser, 1 cem m/40-Oxalsaure 


(zugekippt). Dy 3,0: 30° 


Nach diesen lirgebnissen wurden alle weieren Aktivitits- 
bestimmungen m Gegenwart von m/200-Oxalsiiture und m/25- 
Tartrat 1m Gesamtvoltunen von 5 cem bei ca. pu 3 und 30° in Luft 
durehgefihrt (vel. Ansatz der Tig.5). Aktivitéiten werden im 
folgenden stets durch den Wert Qeo,o, ausgedrickt, Angaben 
iiber Enzymausbeuten beziehen sich auf die jeweils voraus- 
cehende Reimbeitsstufe. 


2. Reimigune 
a) Ausgangsmaterial und Aufbereitung. Als aktivst 
Kazyimngquelle diente die Laubmoosart Hylocomium triquetrum?), 


Diese in Waldern der Voralpengegend und im Cebirge selbst weit ver- 
breitete Species zeigte vom Spatherbst bis Friihjahr stets gute und vom 
Standort fast unabhingige enzymatische Aktivitat. So waren z. B. Moos- 
proben aus dem Isartal bei Griinwald (550 m) und vom Geizgerstein bei Leng- 
cries (1400 m) gleich wirksam. Jedoch war auch hier wieder, wie schon friiher 
festgestellt, stark ausgetrocknetes, gelblichgriinces Pflanzenmaterial 


aktiver 
als saftig-grunes. 


Das gesammelte Moos wurde durch Auslesen von Verunreini- 
eungen befreit, grundlich gewaschen, bei 37° getrocknet und in der 


Herrn Prof. Dr. Burgeff vom Botanischen Institut 
? 


Wiirzbure danken wir fiir Moosbestimmungen. 


der Universitiit 
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ZerreiBmithle zerkleinert!). Die Aktivitét eines gaten Moospulvcrs 
(imi Normalansatz val. S. 27) betrug 


Yco, 0, ~ 295. 


b) Wasserextraktion des Moospulvers. Uin das nay 
in Losung zu bringen, wurde das Moospulver mit der 20fachen 
Wassermenge 4—6 Stunden in der Kugelmuhle extraliert. Nach 
dem Abzentrifugieren erhilt man einen tiefgriin gefarbten, 
kolloidal getriibten Extrakt von po ~ 6. 


VCO, —O. 2507) bei SO® . Ausbeute. 


WL ber Nacht im Kisschrank aufbewahrt behalt der Rohsatt seine Aktivitat, 
verhert jedoch nach 2-3 Tagen einen Teil davon. 


c) Faillung von Verunreinigungen bei pad. Duren 
tropfenweise Zugabe von 2n-Essigsiiure wird das pu des Roh- 
extrakts von 6 auf 4 gebracht, wobei em flockiger grimer, inaktiver 
Niederschlag entsteht, der abzentrifugiert wird. Die vollkommen 
klare, goldgelbe Miuzvml6sung Zoret 


On O.—0O 3407) bei So” 0 Ausbeute. 


d) Amimonsulfatfaillung. Die Losung des Ierments wird 
durch vorsichtiges Zutropfen von NaHCO,-Losung wieder auf pu 6 
eingestellt, mit) Ammonsulfat unter Eisktihlung bis zu 75°/jiger 
Sittigung versetzt und mit 2n-NH, sofort auf pas gebracht. 


Wird die Ammonsulfatfaillung bei py 4+ vorgenommen, dann betriigi die 
Enzymausbeute nur etwa !),—?), der bei py 6—8 erhaltenen. 

Versuche, das Enzyvm direkt aus dem Rohextrakt mit Anunonsullat zu 
fallen, scheiterten daran, daB es nicht gelang, den entstandenen Niederschlag 
durch Zentrifugieren selbst ber 15000 'Touren Minute zur Abscheidung zu 
bringen. (Anscheinend ist das spezifische Gewicht von Fallung und Loésung 
sehr ihnlich, wozu noch Oberflicheneffekte kommen). Das an sich mégliche 
Abfiltrieren verbot sich durch die lange Zeitdauer dieser Operation, da auch 
bei Eisschranktemperatur das Ferment im Laufe von |— 2 Stunden in der 
Ammonsulifatlésung weitgehend inaktiviert wurde. 

Descleichen war die beabsichtigte KFraktionierung mit Ammonsulfat 
bisher im praparativen MaBstabe noch nicht modglich, da der erzielbare 
feinigungseffekt in keinem Verhaltnis zum Umtange der Enzyvminaktivierung 
stand. 

') Das zeitweise getibte mehrstundige Pulvern in der Porzellankuge! 
muhle wurde wieder aufgvegeben, da hierbei tberraschenderweise weit gehend: 


Inaktivierung des Pflanzenmaterials eintrat. 


ee as ee et ew ae : ‘ oe : ; a 
pezleht man aul das lrockengewicht qgiaiysierter Knzvmil6sunven. 


~ 


eek ee pe . ee ae 
dann erhéhen sich die Aktivitatswerte auf rund das 3fache. 
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Nach der vorausgegangenen Abscheidung chlorophyll- und 
lipoidhaltiger Beimengungen dureh Ansiuern konnte das Knzym 
aus der leicht alkalisierten Lisung glatt abzentrifugiert werden. 
e) Dialvse. Die Ammonsulfatfillung wird mit wenig Wasser 
im einen Gutbierschen Schnelldialysator gespilt und im Kalte- 
raum ber 3° 1—2 Tage gegen flheBendes destilliertes Wasser dialy- 
siert. Nach hochtourigem Abzentrifugieren eines geringen Nieder- 
schlags, der verworfen wird, resultiert eine klare hellgelbe Ferment- 
losung mui 
VCO. O, 5200 bei 20°/, Ausbeute. 


3. Higenschaften des gereinigten Knzymes 


1) Die pr-Abhangigkeit der Wirkune wurde, um eimen 
Weehsel der Puffersubstanz im ganzen in Frage kommenden 
pa-Bereich zu vermeiden, 1 Gegenwart des Phosphat—Citronen- 
siurepuffers nach MelIlvaine?), der das px-Gebiet von 2—8 um- 
spannt, tmntersucht. Das Ergebnis zeiet Fig. 4. 


—-_ OY 








Pq -Aktivitatskurve, Ansatz: analog Fig. 3 


Konzentration des Phosphat-Citronensiiurepuffers m/25; OxalsiurelOsung 


jeweils auf das Versuchs-pq gebracht: 30° 


Das Wirkungsoptimum hegt ersichthech ber px 3,2, die Wir- 
kungsgrenze in der Nahe von pu. 

Fir Rohenzym in Tartratputfer waren fraher die entsprechenden 
pH-Werte 2.6 bzw. 3,5 gefunden worden. 

b) Die pu-Stabilitat des Enzyms bei emigen mit Phosphat - 
Citronensiure eingestellten pxa-Werten gibt Tig. 5 wieder. 

In Anlehnung an den Ansatz der Fig. 3 wurde die Fermentlésung das 
eine Mal mit m/10-Citronensaure, das andere Mal mit m/5-Na,HPO, auf 
pH 2.4 bzw. pa & gebracht und bei Zimmertemperatur 10 Minuten lang auf 


Vel. Bamann-Myrback, Meth. d. Fermentforsch. S. 786 (Leipzig 
LOdl) 
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diesem py-Wert gehalten; anschlieBend wurde durch Zugabe von Phosphat 
bzw. Citronensidure das optimale px 3,2 eingestellt, und bei der tiblichen Puffer- 
konzentration von m/25 die Aktivitat bestimmt. 
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py Stabilitiitskurve, Ansatz: analog Fig. 3 


\ktivitatsbestimmung bei py 3,2 nach 10 Min. langer Inkubation 


bei den bezeichneten Py-Werten: 30° 


hic, 5 macht wahrschemlch, da der in ig, 4 beobachtete 
Aktivitiitsabfall auf der ,,sauren’’ Seite des Optimalwerts aut 
irreversible, derjenige auf der ,,alkalischen’ Seite auf rever- 
sible Enzymhemmung zurickgeht. 

¢) Die Thermostabilitat auch des gerenugten Enzyms ist 
fur eme Dehydrase ungewohnhch grofh; die ,,T6tungstemperatur™ 
heat ber uber 90° (Fig. (), 
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Thermostabilitiitskurve. Ansatz: analog Fig. 3 mit m/25-Tartratputter 
Vor der Mischung des Ansatzes war die Enzyvmlésung allein jeweils 30 Min. auf dic 
bezeichneten Temperaturen erwarmt, dann rasch abgekiihit worden. Dy 2.85; 30° 


d) Sonstige Eigenschaften des Enzyms. Die Oxal- 
oxhydrase ist em typisch wasserlésliches Lyoferment, dessen 
bisher remste L6sungen noch helleelb gefiirbt sind. 


y 


Die naheliegende Vermutung, daB es sich um ein Flavinferment 
handle, ist einstweilen ungestiitzt; langere Zeit gekochte Enzymlésungen zeigen 
unter der Quecksilberlampe nur minimale gelbgriine Fluorescenz. 

. rhy ) . e ms ——e e 
Die Tatsache, daB rund 90°) des Enzymes bei 50—75° jiger 


1° 


Am onsulfatsaittigung ausfallen, spricht far die Albuminnatur 


: : 
(i@S lerments. 
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Die Stabilitat der aktivsten wabrigen Termentlosungen 1st 
maBig: bei Aufbewahrung im Eisschrank iinderte sich beispiels- 
weise die Aktivitat 2 Tage lang kaum, um im Verlauf von weiteren 
3 Tagen um je etwa ?/, abzusinken. | 

Eine Herstellung von Trockenpraéparaten aus dialysierten 
Knzymlosungen durch beschleunigtes Kindunsten mm Vakuum bei 
89 war an sich ohne gréBeren Aktivititsverlust mogheh; doch 
ging durch damit verbundene Denaturierung und Unléshchwerden 
beim Wiederaufnehmen stets em erhebhcher Enzymanteil (z. B. 
die Hilfte) verloren. Dureh organische Lésungsmittel (Alkohol, 
Aceton) wird das Enzym auch bei Temperaturen um 0° innerhalb 
kurzer Zeit stark geschadiet; so dai sich seme Ausfillung auf 
diese Weise verbot. 

Auch die gegen Lutt-O, aktivsten Enzymlosungen reagierten 
nieht mit anderen Acceptoren (wie Methylenblau, 2,6-Dichlor- 
phenol-indophenol, Nitrat). 


Von den beiden Farbstoffen wurde je 1 ccm m/1000, vom Nitrat 1 ccm 
m/2 zum Normalansatz der Fig. 3 in evakuierten Thunberg-Roéhrchen zu- 
gekippt'). Ks erfolgte keine Entfarbung bzw. Reduktion. 

Da nach Versuchen der I. Mitteilung Chinon die aerobe Ferment- 
reaktion stark hemmte und ein anaerobes Versagen dieses Acceptors ver- 
stindlich machte, wurden auch die obengenannten Acceptoren auf ihre Wirkung 
im aeroben Versuch gepriift. Es zeigte sich, daB Methylenblau die Geschwin- 
digkeit der O,-Aufnahme praktisch unverandert lie}, Dichlorphenol-indophenol 
sie auf die Halfte verminderte, Nitrat sie vollig unterdriickte. Im letzteren 
Falle handelt es sich um einen unerwarteten Spezifischen Salzeffekt, 
der in gleicher Starke — ahnlich der Jodidwirkung (vgl. I. Mitt.) —- schon 
mit m/15 000-NaNOg auftrat, wahrend NaCl erst in etwa 1000 fach héherer 
Konzentration hemmte. 

Scheiden Chinon und Nitrat demnach infolge Enzymblockierung als 
\cceptoren aus, so gilt dies nicht fiir die beiden Farbstoffe, deren Versagen 
im Reaktionsmechanismus als solchem begriindet Hegt. 


Die typisch schwermetallbindenden Gifte HCN, H.S und 
NaNg, die in der IL. Mittetlung infolge Mangels an geeignetem 
Knzymimaterial nicht mehr emwandfre: geprift werden konnten, 


Gg 
waren — in der Konzentration m/1000 (HCN, HS) baw. im/500 
(NaNg) angewandt — gegenuber veremigtem lenzvm ohne jede 
Wirkung. Die Oxaloxhydrase ist demnach hochstwahrscheimlich 


kein sclwermetallhaltiges Ferment. 


1) Zur Methodik vel. W. Franke u. F. Schumann, Liebigs Ann. 582, 
243 (1942). 
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B. Das Enzym der Samenpflanzen, insbesondere des Sauerampfers 

Uber das oxalsiiureabbauende Enzym der Samenpflanzen 
liegt — von einer kiirzeren, schwer zuginglichen Arbeit Bassaliks?) 
ither das Sauerampferferment abgesehen — nur eine grofere 
Untersuchung Staehelins?) aus dem Jahre 1919 vor, in der die 
weite Verbreitung einer ,,Oxaloxydase‘’ in siiurehaltigen und 
siiurefreien Samenpflanzen festgestellt wird. Neben verschiedenen 
Daten iiber die Kinetik des Oxalatabbaus findet sich auch die 
Angabe, da® sich aus Sonnenblumenblattern ein wirksamer Pref- 
saft und Inieraus durch Alkoholfallung ein haltbares Trocken- 
priiparat darstellen lasse. Staehelin hat noch ohne Pufferung 
cearbeitet, zudem iit Durehlifiung, so dab die oxalathaltigen 
Losungen nach semer eigenen Angabe stets nach eimiger Zeit 
alkalisch reagierten. Da auBerdem die von Staehelin gewahlten 
Versuchszeiten ungewo0hnlich Jang sind (meist 24 Stunden) und 
der Reaktionsablauf nach eimer schwerfilligen und wenig genauen 
Methode (Bestimmung des nach EnteiweiBune mit Essigsaure 
jewells noch vorhandenen Oxalats als Ca-Salz) verfolgt wurde, 
schien es von gewissem Interesse, die Hrgebnisse mit der modernen 
manometrischen Methode nachzuprifen und womogheh zu er- 
weltern. Wir gelangten dabei in mehreren Punkten zu Resultaten, 
die von denen des Sehweizer Autors erheblich abwichen. 


1. Die Aktivitatsbestimmung 

erfolete wiederum in Warburg-GefaiBen ber 80° unter Luft, dies- 
mal jedoch, da die Reaktionsgeschwindigkeiten im allgemeinen 
kleiner waren als in den Moosversuchen, mit CO,-Absorption durch 
in Miiteleinsatz der GefiBe befindliches NaOH-getrinktes Filtrier- 
papier. Wo sich zu den Anfangszeiten der Versuche Verzégerungen 
der CO,-Absorption zeigten, wurde bei der graphischen Auswertung 
der O,-Daten der 0-Punkt der Ablesungszeiten auf der Abszisse 
entsprechend nach rechts verschoben. 

Die ganz uberwiegende Mehrzahl der Versuche wurde mit 
Blattpulvern ausgefithrt, die aus dem bei 87° getrockneten 
Pflanzenmaterial durch femmes Zermahlen hergestellt worden waren. 


2. Die Verbreitung des Knzyms 


scheimt recht weit zu sein und sich, wie schon Staehelin angab. 
sowohl auf séiurefreie wie auf stark siurehaltige Species zu erstrecken. 
Wir wiesen Oxalatoxyvdation unter anderem durch die Blattpulver 


1) Bull. Acad. Sci. Crocovie S. B. 1917, 208. 
2) Biochem. Z. 96. 1 (1919). 
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von Sauerampfer-Arten (Rumex acetosa und acetosella), 
von Rhabarber (Rheum rhaponticum und undulatum- 
Bastarde), von Sauerklee (Oxalis acetosella), Mauerpfeffer 
(Sedum acre) und Spinat (Spinacia oleracea) nach. 
Orientierende Versuche hatten gezeigt, daB die Effekte, abweichend vom 


Moospulver, in neutraler und schwach saurer Lésung am deutlichsten 
werden. Wir priiften bei 30° in folgendem Ansatz: 
250 mg Blattpulvyer, 
4 ccm m/15-Phosphatpuffer px 6,8, 
1 ccm H,O (a) baw. m/1-K,C,O, (b). 
Tab. 1 zeigt die O,-Aufnahmen einiger Blattpulver ohne (a) und mit 

Q at (h) 3 ‘ 
Substrat (b) in cmm. ta belts 7 




















g si Serer aa Rhabarber Sauerklee | Mauerpfeffer Spinat 

= kleiner 

= a b a b a b a | b a | b 

Ld5 120 455 50 90 36 5O 30 QQ) 35 120 

30 235 S50 QO 145 60 SO 5O 120 60 180 

45 350 1340 145 210 15 100 60 165 QQ 240 

60 430 1600 iSO 250 LOO 120 75 200 130 320 
Kein Oxalatabbau lieB sich manometrisch nachweisen bei Garten- 


bohne (Phaseolus vulgaris I), wildem Wein (Parthenocissus tricus- 
pidatall), Efeu (Hedera Helix LI), Johannisbeere (Ribes rubr. IV), 
Salat (Lactuca sativa V), Heckenrose (Rosa canina VI) und Wiesen- 
gras (VII); in all diesen Fallen war die O,-Aufnahme bei Oxalatzusatz ent- 
weder gleich (I—II1) oder kleiner (1V—VII) wie im substratfreien Ansatz. 
Die an sich gegebene Moéglichkeit einer Zuriickdriingung der ,,Leeratmung* 
zugunsten der Oxalatveratmung mute erst noch gepriift werden. 

Die iberiegene enzymatische Aktivitat der beiden verbreitetsten heimi- 
schen Sauerampferarten veranlaBbte uns zur vergleichenden Prifung: auch 
einiger seltenerer bzw. fremdlindischer Rumex-Species aus dem Wiirzburger 
Botanischen Garten. Sie erwiesen sich aber im Grundansatz der Tab. 1 mit 
auf '/, reduzierter Blattpulvermenge den friiher gepriften Arten als durchweg 
unterlegen (Tab. 2). 

Tabelle 2 


emm QO, nach 60 Min. ohne (a) und mit Substrat (b) 





| 2 3 { 5 6 


Kumex 
acetosa 


Rumex 
acetosella 


Rumex 
cordifolius 


{umex 
scutatus 


Rumex 
alpinus 


Rumex 
orientalis 





a by a b a b a b a b a b 
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120 270) AAQ) 130 60 











Ber den im folgenden beschriebenen Versuchen gingen wir 
1 Ye 


fast durchweg von Blittern des kleinen Sauerampfers (R. ace- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 27s ) 
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tosella) aus, die von Juni bis November teils auf Wiesen im der 
Umgebung Miinchens, teils im Botamischen Garten Wurzburgs 
veerntet worden waren. Ein deutlicher Einfluf der Jahreszeit 
auf die enzymatische Aktivitaét des Pflanzenmaterials war nicht 
zu erkennen. 
3. Lsolierungsversuche 

Uberraschenderweise und im Gegensatz zum Moosferment 
lieB sich die Oxalodehydrase des Sauerampfers (wie auch des Saucr- 
klees, des Rhabarbers und des Spmats) nicht im erheblicherem 
Umfang in Lésung tberfiihren; der minimalen Aktivitat der Preb- 
sifte und Extrakte entsprach der ebenso germge und nur an- 
deutungsweise vorhandene Umsatz durch Alkohol- und Alkohol- 
Atherfallungen. Die Angdben Staehelins heBen sich m diesem 
Punkte nicht bestiatigen. | 


Wir haben die Versuchsbedingungen in den verschiedensten Richtungen 
variiert. Es wurden sowohl PreBsafte aus frischem Pflanzenmaterial als auch 
Wasser-, Na,HPO,- und KH,PO,-xtrakte aus Blattpulvern mit und ohne 
‘Toluolzusatz hergestellt. Stundenlanges Schiitteln der Suspensionen in der 
Kugelmiihle oder intensives Verreiben des Gewebebreis mit Quarzsand brachte 
ebenso wenig gréBeren Erfolg wie das wiederholte Einfrieren des Pflanzen- 
materials in flissiger Luft oder eine 2—l0tagige Autolyse bei Gegenwart 
von Nak oder Toluol. Die abzentrifugierten Losungen zeigten entweder keine 
oder nur eine sehr geringe und zudem sehr vergangliche Aktivitat, wahrend 
der Riickstand stets noch einen mehr oder weniger groBen Teil der urspriing- 
lichen Wirksamkeit aufwies. Fallung der PreBsafte und Extrakte mit organischen 
LosungsmitteIn brachte weitere Aktivitatsverluste mit sich. 

Wir geben im folgenden aus der groBen Zahl der ausgefiihrten Versuche 
nur zwei charekteristische wieder: 

Im Versuch 1 wurden 250 mg Rumexpulver mit 10 cem m/15-Phos- 
phatpuffer vom py 6,8 '/, Stunde in der Reibschale verrieben. Die Sus- 
pension (1) wurde zentrifugiert, die Loésung (iI) abgegossen und der Riick- 
stand wiederum mit Phosphat bis zum urspriinglichen Volumen versetzt und 
verrieben (IL1). Im Ansatz 


4cem KEnzymlosung bzw. Suspension 
! com H,O (a) bzw. m I-K CO, (b) 


wurde die Aktivitat der Praparate III] gepriift (Tab. 3). 


Tabelle 38 


cmm QO, 
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Im Versuch 2 wurden 50 g frische Rumexblatter (etwa 7 g Trocken- 
pulver entsprechend) durch die Fleischhackmaschine getrieben, mit der gleichen 
Menge Quarzsand und Kieselgur (3: 1) verrieben und in der Buchner-Presse 
ausgepreBt. Von den erhaltenen 20 ccm PreBsaft wurden 4 ccm mit 4 ccm 
m/15-Phosphatpuffer (py 6,8) versetzt, und von dieser Mischung (A) jeweils 
die Halfte nach Zusatz von 1 ccm H,O (a) bzw. 1 com m/1-K,C,0, (b) auf 
ihre Sauerstoffzehrung geprift. Die restlichen 16 cem PrefSsaft wurden in 
die 7fache Menge Alkohol-Ather (2:1) tropfenweise einlaufen gelassen, der 
entstandene Niederschlag rasch filtriert und getrocknet. Das erhaltene Pulver 
(150 mg) wurde in 8 ccm Phosphatpuffer gelést, und von dieser Lésung (B) 
jeweils wieder die Hilfte ohne (a) und mit Substrat (b) manometrisch cepriift 
(Tab. 4). 

Tabelle 4 


emm QO, 











A B 
Minuten 
a: b a b 
15 iz Ff br - I8 ! 54 
30 Ld S7 30 cP: 
{5 24 | OS 45 S4 
60 30 112 50 G6 


Bedenkt man, dafS die im Ansatz A eingesetzte PreBsaftmenge rund 
5g frischem bzw. 0,7 ¢ getrocknetem, die im Ansatz B verwendete Enzym- 
praparatmenge rund 40 ¢ frischem bzw. 5,6 ¢ getrocknetem Pflanzenmaterial 
entspricht, dann ergibt sich beim Vergleich mit den O,-Aufnahmen fiir 
RK. acetosella in Tab. 1 und 2, daf sich nur etwa '/,) der enzymatischen 
Ausgangsaktivitat im PreBsaft und noch 10mal weniger in der Alkohol-Ather. 
fillung wiederfindet. 

Ahnliche und noch schlechtere Resultate wurden mit PreBsaften und 
zum Teil genau nach Staehelins Vorschrift dargestellten Trockenpraparaten 
aus Sauerklee, Rhabarber und Spinat erhalten. Die Zahlenangaben 
Staehelins fiir Helianthus, aus denen sich ein Aktivitatsverhaltnis PreBsaft 
bzw. Enzympraparat/bBlatttrockenpulver von etwa I: 2 errechnet, sind uns 
unter diesen Umstanden unverstandlich. 

Die Krfahrungen bei den Isoherungsversuchen der Oxalo- 
dehydrase aus Sauerampfer und eimgen anderen Phanerogamen 
zeigen eindeutig, daB es sich beim Ferment der Samenpflanzen im 
Gegensatz zu dem der Bryophyten um ei ausgesprochenes Desmo- 
enzym handelt. 

Die folgenden Versuche wurden daher durchweg imit dem in 
der Kugelmiuhle femmzermahlenen Blattpulver des kleimen Sauer- 
wiupfers ausgefiihrt, das bei Aufbewahrung im Eisschrank nach 
2 Monaten héchstens 3/5 semer Aktivitat embuBte. Gutes Material 
zeigt im Ansatz der Tabelle 1 (mit 50 mg) VYo,-Werte zwischen 6 
und 12; die Kigenatmung des Blattpulvers macht daber 10-—20°/, 
der Substratatmung aus. 
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4. Reaktionsmechanismus 
Der Entscheidung zwischen den aeroben Reaktionsmoég- 
lichkeiten 
H,C,0, + 0; = 200, + HO, 
und H.C,0, + 1/,0, = 2CO, + H,O (11) 
diente die Ermittlung des Respirationsquotienten, 


Da Vorversuche ergeben hatten, da auch bei px 4,5 ein Teil des CO, 
in der Suspension — offenbar an das eiweiBhaltige Pflanzenmaterial — ge- 
bunden blieb, wurde in Parallelversuchen ohne und mit KOH im Finsatz 
einerseits die reine O,-Aufnahme, andererseits durch Zukippen von 1 ccm 
2n-HCl zu den Zeiten 0, 15, 30 und 60 Minuten die Differenz CO, — O, be- 
stimmt. Im Ansatz 

50 mg Blattpulver 
4 ccm m/10-Phthalatpuffer py 4,5 
1cem m/1-K,C,O, 
ergaben sich die in Tab. 5 zusammengestellten Gasumsatze (in cem) und 


RQ-Werte. 





Tabelle 5 














Minuten O, CO, RQ 
15 95 255 2,4 
30 145 400 2,8 
60 235 600 2 6 
Der Respirationsquotient spricht fir die — aueh im Faille 
des Moosenzyms friiher beobachtete — typisch dehydrierende 


Reaktionsform 1. Hydroperoxyd hef sich dementsprechend in 
den Ansitzen stets, sei es mit Titansulfat, set es mit KJ-Starke, 
cindeutig nachweisen; ein Teil des primiir entstandenen HO, wird 
allerdings dureh die schwache Katalasewirkung des Blatt pulvers 
zerstort, was in dem auf 2,7 (gegen 2,0 fir I) erhGhten R O-Wert 
zum Ausdruck kommt. 

IXbensowenig wie beim: Moosferment velang ber den Blat 
pulvern aus Sauerampfer, Rhabarber oder Spinat ein Ersatz di 


L- 
‘ > 
Sauerstoffs durch andere Aceentoren (Methvlenblan. 2.6-D1- 


chlorphenol-mdophenol). 





Ms erfolgt allerdings teilweise Entfirbung durch Adsorption der Farb- 
stoffe an das blattpulver, jedoch im Versuch mit und ohne Oxalat im g! 
Umfang. Is war daher auch hier daran zu denken, daB eine Blockierung der 
Enzymoberflache fiir das Fehlen einer Acceptorwirkung verantwortlieh zu 
machen set. Bei aerober Durchfiihrunge des ioenalon & 


horma:en Acceptoransatzes 


. ’ 
CHeYH 


100 mg Blattpulver 
3 ccm m lO-INHVO, 
l ccm m/1-K.C.O, 


!eem m/1l000-Farbstofflésune 
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erfolet zwar eine 60°/,ige Hemmung gegeniiber dem farbstofffreien Ansatz, 
die das véllige Versagen der Acceptoren aber in keiner Weise erklart. Auch 
in diesen Fallen liegt also die spezifische Verwertung von QO, in der Natur des 
Ferments begriindet. 


5. Reaktionskinetik 


Die folgenden Versuche wurden hauptsichlich in der Absicht 
ausgefiihrt, das Verhdltnis zwischen dem Ferment der miederen 
Pilanzen, dessen WKinetik in der I. Mitteilung eingehend behandelt 
worden ist, und dem der Samenpflanzen weiter zu klaren. 

a) Den EFinfluk 





der Fermentkonzentration zeigt Fig. 7. 

















ee 
50 100 200 300 
mg Enzym 
Fig. 7 
HinfluB der Fermentmengen. Ansatz: 4ccm m/10-KH,PO,, 1cem m/1-K,C,0,. 
Dazu wechselnde Rumex-Blattpulvermengen. Py 6,4; 30° 





Wie ersichthch, besteht ausgezeichnete Proportionalitat 
zwischen Reaktiousgeschwindigkeit und Katalysatormenge; die 
bei Moospulver beobachteten Anomalien fehlen (insbesondere das 
Lnabhingigwerden des Umsatzes vom Fermentzusatz ber gréBeren 
Mengen des letzteren). 


Staehelins Angabe, daB die Schiitzsche Regel (Quadratwurzel- 
beziehung zur Katalysatorkonzentration) erfiillt sei, erklart sich wahrscheinlich 
durch die fehlende Pufferung seiner Ansiitze. 


Diese Regel bedeutet ja, dab 
die 


Reaktionsgeschwindigkeit nicht nur der Menge des noch umzusetzenden 
Substrats direkt, sondern tiberdies der Menge eines Reaktionsprodukts um- 
gekehrt proportional ist. 
bei der die nach 





im Falle der Staehelinschen Versuchsanordnung, 


- 


C,0,’” + 1/,0, + H,O = 2HCO,’; 2HCO,’ + 20,0 — 2H,CO, + 20H’ 


entstandene WKohlensiure durch Durchliftung gréBtenteils entfernt wird, 
spielt OH’ sicher die ausschlaggebende Rolle des hemmenden Reaktions- 
produktes. 
‘ 7 © } a . . ‘ , sd 
b) Die Abhaéngigkeit von der Substratkonzentration 


zum wenlgsten qualitativ, beim Ruimexferment &hulich wie 


ist, 








ate 
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beim Moosenzym (Fig. 8); freilich liegt das Optimum der Substrat- 
konzentration im ersteren Fall wesentlich héher als im letzteren 
(m/5 gegen m/200 fiir das geléste, m/100 fiir das zellgebundene 
Ferment). Die Substrataffinitaét des Rumexenzyms ist also wesent- 
lich kleiner als die des Moosferments. 
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Fig. Ss 
Ansatz: 100mg Rumex-Pulver, 4 ecm om 10-KH,PO,, 


Leem K,C,O, verschiedener Konzentration Py 6,4; 50° 
[ ohne Abzug der Eigenatmung des Pulvers 


Aktivitats-pS-Kurve. 


i] mit Abzug der Kigenatmung des Puilvers 

c) Die pu-Abhangigkeit der Wirkung des Rumex-Enzyms 
ist in Fig. 9 zur Darstellung gebracht. Der Unterschied gegeniiber 
Fig. 4ist in die Augen fallend: an Stelle des ausgepragten Optimums 
des Moosferments bei px 3,2 beobachtet man beim Sanerampfer 
eine breite optimale Zone zwischen px 4,5 und 7. 
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rig. 9 


Py -Aktivititskurve, Ansatz: 50mg Kumex-Pulver, 


fecm m/10-Puffer, 1 cem m/1-8,C,0, 
Dy 3,0 und 4,5: Phthalatputfer, Py 5,4—7,8: Phosphatpuffer; 30° 
{ ohne Abzug der Eigenatmung Il mit Abzug der Eigenatmuneg 


d) Der KinfluB des O,-Partialdrucks ist, wie beim Moos- 


enzym, gering: in Luft geht die Reaktion nur etwa !/,—1/, lang- 
samer als in remem Sauerstoff. 





e) Die Abhangigkeit des Umsatzes von der Tempe- 
ratur ist gleichfalls nicht erheblich, aber doch immerhin griéBer 
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als beim Moosenzym: der Temperaturkoeffizient zwischen 20 und 
30° betragt 1,55, derjenige zwischen 30 und 40° 1,33. 

f) Die Thermostabilitaét des Sauerampferenzyms ist da- 
gegen erheblich geringer als die des Moosenzyms: die ,,T6tungs- 
temperatur*s nach von Euler!) hegt bei 61° (gegen 98° fiir das 
zellaebundene, 92° fiir das geléste Moosferment: vgl. Fig. 10 mit 
Mig. 6). 














2) 39 45 55 65 
oC— 
Fig. 10 
Thermostabilitiitskurve. Ansatz: analog Fig. 7 mit 100 mg Rumex-Blattpulver, das vorher 
jeweils 50 Min. in der Pufferl6sung auf die bezeichneten Temperaturen erwiirmt worden war. 
Versuchstemperatur 30°: pH 6,4, 


Nach Staehelin sinkt die Aktivitat cines 60 Minuten trocken auf 120° 
erhitzten Sauerampferpulvers auf 68°/,, diejenige eines 5 Minuten in kochendem 
Wasser erhitzten auf 41°, des urspriinglichen Wertes. Wir kénnen diese 
Angaben nicht bestatigen: unser Praiparat verlor im ersteren Falle die halbe, 
im letzteren seine ganze enzymatische Wirksamkeibl. 


6. Sonstige Bigenschaften des Rumex-Mnzyimns 


Kibensowenig wie die Oxaloxyhydrase des Mooses zeigt die 
des Sauerampfers nennenswerte Kmpfindlichkeit gegen Blaa- 
siure, Schwefelwasserstoff oder Azid. 


Um ein Uberdestillieren von HCN und H,S in den NaOH-Finsatz wahrend 
des Versuchs zu vermeiden, wurden Ansitze von der Zusammensetzung des- 
jenigen der Fig. 7 (mit 100 mg Blattpulver) ohne CO,-Absorption ausgefiihrt. 
Dabei ergab sich, daB in Gegenwart von m/1000-HCN oder -H,S die am 
Uberdruck verfolgte Reaktion um etwa 1/, langsamer verlief wie ohne Gift- 
zusatz. Dabei ist aber zu bedenken, daB es durch HCN- baw. H,S-Hemmung 
der Katalase zur fast quantitativen Anhiufung von H,O, nach Gleichung I, 
S. 36 kommt, und daB der Erniedrigung des Respirationsquotienten von 2,7 
auf 2,0 bei der angewandten Methodik allein schon eine scheinbare Hemmung 
um rund !/, gegentiber dem katalasehaltigen Versuch entspricht. Der ver- 
bleibende ,,wahre*’ Hemmungsrest ist ohne Belang. 

Mit m/500-NaN, wurde in einem einzelnen Versuch mit CO,-Absorption 
bei px 6.4 eine 25—30°/,ige Hemmung beobachtet, der wir keine grundsatzliche 
Bedeutung beimessen. 


') H.v. Euler, Allgemeine Chemie d. Enzyme I, 272 (Miinchen 1925). 
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Starke Hemmunegseffekte stellten wir wiederum, wie frither 
beim Moosferment, bei Zusatz typischer ,,Antioxygene‘ oder 
Kettenreaktions-,,Inhibitoren‘S fest: in m/100- WKonzentration 
hemmten Hydrochinon und Chinon den ,,Normalversuch‘S bei 
Pu 6,4 praktisch vollstandig, Kaliumjodid um rund 2/3. 

Vergleicht man zusammenfassend noch einmal die Eigen- 
schaften des Sauerampfer- mit denen des Moosenzyms, wie sie 
in dieser und der vorausgehenden Mitteilung beschrieben worden 
sind, dann ergeben sich erhebliche Unterschiede vor allem im 
Grade der Aellverankerung, in der Substrataffinitat, px- 
Abhangigkeit und Thermostabilitat der beiden Fermente. 
Ubereinstimmung besteht in allen wesentlichen Punkten des 
Reaktionsmechanismus  (typische = Delhydrierungsfunktion, 
strenge Acceptorspezifitaét, spezifische Hemmbarkeit). Die Beob- 
achtungen lassen sich wohl am einfachsten durch die Annahme 
deuten, daB8 ein und dieselbe, héchstwahrscheinlich metallfreie 
prosthetische Gruppe in den beiden Hauptvorkommen an ver- 
sehiedene Protemntrager gebunden ist. 

Es liegt nahe, an den Fall der Lipasen zu denken, wo das tierische 
Enzym relativ locker, das pflanzliche ungewohnlich fest an die Zellstruktur 


gebunden ist, so daB Knzymlésungen der Samenlipase bisher gleichfalls 
noch nicht erhalten werden konnten'). | 


C. Anhang. Das Bakterienenzym 


Bassalik?) hat angegeben, daB eine von ihm entdeckte Bakterien- 
species, B. extorquens n. sp., die er aus Regenwurmexkrementen, ab- 
gefallenem Laub und Erde zu isolieren vermochte, die im Mikroorganismenreich 
seltene Fahigkeit zur Oxydation von Oxalat besitze. 

Wir haben die Versuche Bassaliks nachgearbeitet und versucht, aus 
den von ihm angegebenen und anderen Quellen das B. extorquens, das 
rosafarbene submerse, zihe Héute bilden soll, in synthetischen Nahrlésungen 
mit IKX- oder NH,-Oxalat als einziger C- Quelle in Reinkultur zu erhalten. In 
vielen Dutzenden von Versuchen ist uns das nur zweimal gegliickt: einmal aus 
feinzerschnittenem Herbstlaub, das andere Mal aus Sauerampfersamen. 

Wir haben weiterhin versucht, durch Uberimpfen der charakteristischen 
Bakterienhaute auf Nahrldsungen der Zusammensetzung 


0,1°/, K,HPO, 

0,1°/, (NH,)SO, 
0,0025°/, MgSO, 

1°’) KK- oder NH,-Oxalat 
Spur’ FeCl, 


1) Vgl.z. B. C. Oppenheimer, Die 
S. 5 (Den Haag 1936). 
2) Jb. Bot. 68, 255 (1913). 


Kermente und ihre Wirkungen, 
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den Organismus in Drigalski-Schalen in praparativem Mafstab zu ziichten. 
Dies gelang uns nur zum Teil, da bei wiederholtem Uberimpfen die Kulturen 
.entarteten*, indem sie eine gelblich-braune Farbung annahmen und die 
Fahigkeit Oxalat anzugreifen, mehr und mehr einbiBten. Offenbar hangt 
dieser Umstand mit dem zunehmenden Alkalischwerden der Nahrlésungen 
zusammen, denn wir beobachteten einmal, da®8 beim Ansdiuern die rétliche 
Farbe zuriickkehrte. Moglicherweise spielt aber auBerdem noch Wuchsstoff- 
mangel bei dieser Degeneration mit. Die diuBeren Verhiltnisse verhinderten 
eine weitere Verfolgung dieser Arbeitsrichtung. 

Der Oxalatabbau lieB sich mit gewaschenen und homogenisierten Jiingeren 
Kulturen!) fast immer eindeutig nachweisen. Fig. 11 gibt einen charakte- 
ristischen Versuch wieder. Der stets beobachtete ,,autokatalytische Kurventyp 
des Oxalatversuches laBt auf allmahliche Gew6hnung an das Substrat schlieBen?). 


100 ; 











Qo 
S 


| Ar | 
4 ii calle 
Min. Se 
Fig. 11 
Oxalatoxydation durch B.extorquens. Ansatz: 1cem Bakteriensuspension 0,5°/,ig, 
3ecm m/10-Phosphatpuffer p, 6,0, 1 ccm m/10-K,C,0,. 25°: Luft 





Die weitere Untersuchung des bakteriellen Oxalatabbaues soll zu einem 
spateren Zeitpunkt wieder aufgenommen werden. 


Zusammenfassung 

I. Die Oxaloxhydrase aus Laubmoosen, ein typisches Lyo- 
enzym, kann durch einfache Wasserextraktion, Ansdiuern auf pa 4, 
Ammonsulfatfalung und Dialyse auf das 200fache angereichert 
werden. In Ergiinzung friiherer Versuche wurde das Wirkungs- 
optimum des ‘geremigten Ferments ber px 3,2, die Totangstempe- 
ratur bei 92° festgestellt. Unterhalb px 3 ist das Ferment instabil, 
zwischen px3 und § stabil. Die ausschhebhch mit O, ablaufende 


') Zur Methodik vgl. W. Franke u. Peris, Biochem. Z. 295, 61 (1937). 
2) Vgl. hierzu M. Deffner u. Franke, Liebigs Ann. 541, 85 (1939). 
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Oxalsiiuredehydrierung ist unempfindlich gegen HCN, H,S und 
NaNg. 

2. Die Oxaloxhydrase der Samenpflanzen ist ein typisches 
Desmoenzym, das sich bisher — im Gegensatz zu alteren Befunden 
Staehelins (1919) — noch nicht in erheblichem Umfang aus 
Pflanzenmaterial extrahieren lieB. Das hauptsachlich untersuchte 
strukturgebundene Sauerampferferment stimmt in der aus- 
gesprochenen Dehydrierungsfunktion, der strengen Acceptorspezi- 
fitat, dem Verhalten gegen Hemmungskorper mit dem Moosferment 
iiberein, unterscheidet sich von diesem aber, auBer im Grade der 
Zellverankerung, vor allem durch die um wenigstens eine GrdBen- 
ordnung geringere Substrataffinitaét, durch das héhere px-Optimum 
(etwa 5—7) und die niedrigere Tétungstemperatur (61°). Wahr- 
scheinlich besitzen Moos- und Samenpflanzenenzym die gleiche 
prosthetische Gruppe, aber verschiedene Proteinkomponente. 

3. liinige orientierende Beobachtungen tiber die Oxaloxhy- 
drase des B. extorquens werden mitgeteilt. 


Fraulein Lieselotte Dietz und Fraulein Dora Siewerdt danken wir 
fiir fleiBige und geschickte Mitarbeit. 


Der Gesellschaft zur Foérderung der Wissenschaften bei der 
Universitat Wiirzburg sind wir fiir finanzielle Unterstiitzung der Unter- 
suchung sehr verbunden. 
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Zur Frage der Hydrolyse von d-Dipeptiden durch 
Carboxypeptidase 


Von 
Alois Schmitz und Richard Merten *) 


Mit 3 Figuren im Text 


Aus der Medizinischen Universitits-Klinik Koln) 


(Der Schriftleitung zuvezgangen am 31. Dezember 1942 


In einer friiheren Mitteilung wber .,enzymatische Hydrolyse 
von d-Peptiden’*!) wurde von uns in Erwigung gezogen, ob die 
Spaltung von d-Leucylglycin und d-Alanylglyein durch Glycerin- 
extrakte aus den verschiedensten tierischen Organen von Fermenten 
aus der Gruppe der Carboxypeptidasen hervorgerufen sein kénnte. 
Diese Annahme schien berechtigt, nachdem von Irving, Fruton 
und Bergmann?) mitgeteilt worden war, dali Carbobenzoxy 
(Cbhzo)-d-Glutaminyl-l-tyrosin durch [xtrakte aus Tumoren zu 
einem gewissen Grade (15 und 86°/,) hydrolysiert wurden, wiihrend 
bisher Carboxypeptidasen in groBerer Menge nur in Extrakten aus 
einigen Intestinalorganen nachgewiesen worden sind3~*). Eine Spal- 
tung von Peptiden mit unnatiirlichen Aminosiiuren im Verband 
durch Carboxypeptidase findet nur statt, wenn diese nicht in End- 
stellung stehen, d. h. nicht die freie COOH-Gruppe tragen, sich 
aber doch in direkter Nachbarschaft der endstiandigen Amino- 
siuren befinden, wie z. B. d-Tyrosyl-l-arginin’), d-Norvalyl-l- 


*) Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft und der 
|. G. Farbenindustrie A.-G. Werk Elberfeld, der wir fiir die Uberlassung von 
Priparaten zu Dank verpflichtet sind. 

') H. Herken, A. Schmitz u. R. Merten, Naturw. 29, 670 (1941). 

2) J. of Biol. Chem. 182, 445 (1939). 

3) kK. Waldschmidt-Leitz u. Purr, Ber. chem. Ges. 62, 2217 (1929). 

4) f. Abderhalden u. O. Herrmann, Fermentforsch. 10, 610 (1929): 
H. Nienburg, Fermentforsch. 18, 573 (1934); 14, 128 (1935). 

5) W. Grassmann u. O. Mayr, Tab. biol. period. (1.; Nd.) 3, 296 (1933). 

6) M. Bergmann u. H. Schleich, Diese Z. 242, 45 (1935). 

) Vel. auch Nord-Weidenhagen, Hdb. d. Enzymologie Bd. I, 602 


~J 


(1940). 
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tyrosin und d-Norleucyl-l-tyrosin®). Dagegen ist es Bergmann 
und Fruton$) nicht gelungen, d-Leucylglycin meBbar durch eine 
nach Anson’) hergestellte krystalline Carboxypeptidase zu hy- 
drolysieren. 

is bestand aber immerhin die Méglichkeit, daB sich unge- 
reinicte Glycerinextrakte, wie sie in unsern Versuchen zur An- 


sierte Fermentpriiparat. So wird z B. nach Bergmann und 
Mitarbeitern!) |-Leueyl-d-alanin durch Glycerinextrakte aus 
Darmschleimhaut sehr gut gespalten, wihrend es durch gereinigte 
Aminopeptidase nicht gespalten wird. 

Um nun erundsiitzlich zu kliren, ob in Glyccrinextrakten aus 
Organgewebe iiberhaupt Carboxypeptidase enthalten ist, haben 
wir diese auf Dipeptide einwirken lassen, in denen die frere Amino- 
gruppe durch Chlorkohlensiiurebenzylester blockiert ist. Dabei 
wurden, wie wir bereits berichtet haben, Cbzo-Glycyl-d,l-alanin 
and Cbzo-Glycyl-l-leucin nicht angegriffen!'), wiihrend nach 
Bergmann!®) Cbzo-Glyevl-l-alanin und auch Cbzo-Glycyl-d-alanin 
durch Carboxypeptidase leicht gespalten werden. 

In den vorliegenden Versuchen haben wir ein neues derartiges 
Substrat, und zwar das Cbzo-Glycyl-d-leucin und parallel hierzu 
Glycyl-d-leucin und d-Leucylelycin und d-Alanylglycin untersucht. 
Die nach der Fermenteinwirkung abgespaltenen d-Aminosiauren 
wurden mit) der manometrischen Methode nach Herken und 
Mrxleben!*?) bestimmt. Um jeweils eine moéghichst hohe und 
emdeutige Spaltung zu erhalten, haben wir in der Mehrzahl der 
Versuche den Ansiitzen eine 10-3 molare CoCl,-Lésung zugesetzt, 
da sich Co” als ein optimaler Aktivator der Chzo-Glycyl-d-leucin 
spaitenden Carboxypeptidase erwiesen hat, worauf noch ausfiilr- 
heher emgegangen wird. Die in Tab. 1 angefiihrten Versuche 
zeigen, dab Frischextrakte aus Meersechweinchenleber, Kaninchen- 
herzmuskel, ixtremititenmuskel, Lunge, Gehirn, Niere und Leber 
sowie aus Brown-Pearce-Tumorgewebe d-Leucylglycin, d-Ala- 
nvielvem und Glyeyl-d-leucin in hohem Mabe hydrolysieren, was 
auch aus friheren Untersuchungen bereits bekannt ist. Dagegen 
wird Cbzo-Glyeyl-d-leucin durch keinen dieser Extrakte ange- 


‘) J. of Biol. Chem. LET. 189 (1937). 

*) M. L. Anson, J. gen. Physiol. (Am.) 20, 663 (1937). 

te) J. of Biol. Chem. 109, 335 (1935). 

Mt) H. Herken, A. Schmitz u. R. Merten, Diese Z. 275, 33 (1942). 
12) Diese Z. 264, 251 (1940). 
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oriffen. Pankreasfrischgewebsextrakte konnten aus weiter unten 
wiedergegebenen, Griinden nicht untersucht werden. Deshalb 
haben wir Glycerinextrakte aus Pankreastrockenpulver verwandt 
und zum Vergleich hierzu auch einige andere Organtrockenpulver- 
extrakte herangezogen. Cbzo-Glycyl-d-leucin wurde allein 
durch Pankreasextrakt und zwar in hohem MabBe (bis au 
60°/,) gespalten. Durch den gleichen Extrakt wurde Glycyl-d- 
leucin ebenfalls sehr hoch gespalten, wihrend d-Alanylglycin und 
d-Leucylglycin nicht angegriffen wurden. Die gleiche Wirkung, 
wenn auch in geringerem Umfange, erhielten wir ber Verwendung 
einer 2°/,igen Trypsinldsung Merck. Die Trockenpulverextrakte 
aus Kaninchenleber und Schweineleber verhielten sich ebenso wie 
die Frischextrakte aus diesen Organen. 

Nach diesen Befunden dirfte wohl die Hydrolyse von 
d-Alanylelyein und d-Leucylglyein nicht auf der Wir- 
kung einer Carboxypeptidase beruhen. (Vel. Tab. 1.) 

In weiteren Versuchen haben wir die optimale Hydrolyse von 
Cbhzo-Giyeyl-d-leucin in seiner Abhingigkeit vom px sowle die 
Aktivierbarkeit durch Metallionen untersucht. Das Wirkungs- 
optimum der Cbzo-Glycyl-d-leucin spaltenden Carboxypeptidase 
in Pankreastrockenpulvern hegt bei pa == 7,2—7,4 und zeigt somuit 
das gleiche Verhalten, wie es fiir die Carboxypeptidasen im all- 
cememen bekannt ist?8). Die d-Leueylelycin spaltende Dipeptidase 
zeigt ein etwas anderes Verhalten, das Optimum heet bei px-== 7,6, 
der Verlauf der pu-Kurve ist flacner (vel. ie. 1). 
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Die py-Abhingigkeit der Chzo-Giyeyl-d-leucin spaltenden Carboxypeptidase 
aus Pankreastrockenpulvern (unter Cobaltaktivicrung) (1) 


owie der d-Leucylglycin spaltenden Dipeptidase aus Schweinelebertrockenpulvern (IT) 


Bei den Aktivierungsversuchen fanden wir, dai die Hydrolyse 
von Cbhzo-Glycyl-d-leucin durch Mg nicht beeimflubt wurde, durch 


13) Vel. Bersin in Handi. d. Enzymologie Bd. I, 604, 
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Tabelle 
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l. 


Die Hvdrolyse von Cbzo-Glycyl-d-leucin, 


Glycyl-d-leucin und d-Leucylglycin durch Sr cenaverat se 





Organ 


Meer- 
schweinchen- 
Leber 


Kaninchen- 
Herzmuskel 


Extremitaten- 
muskel 


Kaninchen- 
Lunge 


Niere 


Clehirn 


Schwetne - 
leber 


Kan.nchen- 
leber 


Schweine- 
Pankreas 








Glycerinextrakt aus Trocken 


Substrat 





solse 
easaice 
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Selseé 
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PH 


inwirkung 


N 
4 
4 


I 


Zeit in Stdn. 





Glycerinextrakt aus Frischgewebe 


Glycyl-d-leucin 
Cbzo-glycy]-d-leucin 
d-Leucylglycin 
Glycyl-d-leucin 
Cbzo-glycyl-d-leucin 


Glycyl-d-leucin 
d-Le ‘ucylglycin 
Cbzo- Glycyl- d-leucin 


Glycyl-d-leucin 
Cbzo-glycyl-d-leucin 
d-Leucylglycin 

Glycyl-d-leucin 
Cbhzo-glycyl-d-leucin 


Glycyl-d-leucin 
Cbzo-Glycyl-d-leucin 
d-Leucylglycin 
Glycyl-d-leucin 
Cbzo-Glycyl-d-leucin 
Glycyl-d-leucin 
Cbzo-Glycyl-d-leucin 
d-Leucyl-glycin 
Glycyl-d-leucin 
Cbzo-Glycyl-d-leucin 


Glycyl-d-leucin 
Cbzo-Glycyl-d-leucin 
d-Le ucylglycin 
Glycyl-d- leucin 
Cbzo-Glycyl-d-leucin 


d-Leucylglycin 
Glycyl-d-leucin 
Chzo- Glycyl-d-leucin 
d- Alanylglycin 


d-Leucylglycin 

Glycyl-d- leucin 
Cbzo-G lyevl-d-leucin 
d- Alanylglycin 


d-Leucylglycin 
Glyeyl-d-leucin 
Cbzo-Glyeyl-d-leucin 


d-Alanylglycin 


In die Warburg-GefaBe wurden 














SO | -— | 7,41 Is8 
SO | — 17,42 18 
80 7.80 Is 
RO 1,04 18 
SO 7.36 18 
100 48 
100 48 
LOO 48 
LOO | — 72 
lOO | — te 
100 72 
100 yb 
100 Ff: 
100 | — ‘te 
100 | — da 
100 ‘a 
100 12 
100 | — 72 
lOO | — | 7.55] 48 
100 | — | 7,56] 48 
100 7.50] 48 
100 7,42 1. 48 
100 + 7.50 | 48 
LOO | — | 7,55] 48 
100 7,62 | 48 
100 | — 7,55 | 48 
100 7.55 | 48 
100 7,55 | 48 
npulver 

} 100 7,451 72 
100 7.4 72 
LOO 7,4 72 
LOO 7,45 | 72 
100 7,53 | 72 
100 1,00 4 %2 
Loo 7,01 iz 
LOG 1.@68 ia 
LOO 7.1 Ls 
100 ash IS 
LOO ee IS 
| 100 | — [72 | 18 


1.0 cem des 








in cmm 


O.-Verbr. 


117,0 
0 

94,0 

126,5 
Q 

29,8 

14,5 
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42,0 
0 

13,0 

63,0 


48,1 
58.3 
0 
90,0 
34,0 
62,5 
Q 
99. 
U 
26,5 
40.0 
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Spaltung 
in °/, 





43 
52,0 
QO 
SOS 
30,4 
BD, ¢ 
) 
SS,O 





| 0 


Ansatzes eingefiillt. 
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Mn, Zn und Fe’ bei emer Endkonzentration von m/1000° ge- 
hemmt wurde. Die hemmende Wirkung von Fe heb sich durch 
Zaugabe von Cystein in m/250 Endkonzentration in eime leichte 
Aktivierung umwandeln. Allein Cobalt fiihrt zu emer Krhéhung 
der Spaltung um etwa das Vierfache (vgl. Tab. 2). 


Tabelle 2 


Die Beeinflussung der Carboxypeptidasewirkung 
durch verschiedene Metalle 








Substrat: Cbhzo-Glycyl-d-leucin, Einwirkungszeit 48 Stunden 
Fermentlésung: Glycerinextrakt aus Pankreastrockenpulver 


Peptidkonz. Zusatz O,-Verbrauch | Spaltung 
in m in m/ L000 ies in cmm in °/, 
m/50 — 65,0 14,6 
m/d50 Co 275.0 61,0 
m, 80 -- 7,43 38.2 13,7 
m/80 Mn ‘bythe yp ee 7.9 
mn/ 100 Jd .4 15,1 
m/ LOO be 21,6 9,7 
m/100 - 7,15 21,3 9,5 
m/100 Fe 4,49 32,1] 14.4 

(Cystein 
inj LOU 7,15 21,3 a 
m/ 100 Zn 7,18 12.0 D4 
m/100 33,4 15,1] 
m/100 Mg JO8 16,0 














[In die Warburg-GefaBe wurden 2,0 com des Ansatzes eingefullt. 


Weitere Untersuchungen tiber die Wirkune der Metallionen- 
konzentration zeigten, dab eme Aktivierung durch Co” erst ber Kon- 
zentrationen wber 10>? molar stattfindet, em Optimum bei 10° 
molar erreicht wird. Ber Verwendung starkerer Konzentrationen 
muh eine Verschiebung des px im Versuchsansatz und eme dadurch 
bedinete Hemmune der Hydrolyse durch vorherige Neutralisation 
der CoCl,-L6sung vermieden werden, jedoch faillt cin Teil der 
Co-ionen als Co(OH), aus. Der optimale Wirkungserad wird durch 


gsg 
diese Zusitze weder erhoht noch verringert (vgl. Fig. 2). 

Nach Untersuchungen von Abderhalden und Kiffkeimann!) 
wird durch Co” die carboxypeptidatische Hydrolyse von Chlor- 
acetyl-l-alanin bis zu emer Konzentration von m/100 nicht beein- 
flubt. waihrend eme HReihe anderer Metalhonen wie Fe, Fe"; 


Ao, Pb und Cn in hoheren Konzentrationen hemmen. im nied- 


‘) Fermentforsch. 14, 27 (1935) 
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rigeren etwas beschleunigen. Zn und Mn haben keinen KinfluB. 
Die Aktivierbarkeit der Carboxypeptidasen durch Metallsalze ist 
demnach dhnlich wie bei den Di- und Aminopeptidasen nicht 
enzymspezifisch, sondern enzym-substrat-spezifisch (vgl. Masch- 
inann!), 
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Fig. 2 
Abhingigkeit der Cobaltaktivierung von der Konzentration Substrat: Cbhzo-Glycyl-d-leucin 
in m/100 Konzentration. Fermentlosung: Glycerinextrakt aus Pankreastrockenpulver p., 
der Ansfitze: zwischen 7,1 und 7,3 


Diskussion 


d-Leueylglyein und Glyeyl-d-leucin dirften nach der von 
Bergmann und Mitarbeitern® 16) entwickelten Theorie der 
Polyaffinitét und Antipodenspezifitat durch Dipeptidasen nicht 
gespalten werden, ebenso diirfte nach dieser Anschauung Chbzo- 
Glycyl-d-leucin durch Carboxypeptidase nicht angegriffen werden. 
Nach den erwihnten Autoren treten bei der Hydrolyse eines 
Peptids mehrere aktive Gruppen von lnzym und Substrat mit- 
einander in Verbindung (Polyaffimtéit). Dadurch kann z. B. fiir 
den Fall der Dipeptidase die sterische Speziitait wie folet gedeutet 
werden: | 

Die aktiven Gruppen des Substrates (auber der Peptidgruppe 
noch die COOH-Gruppe, der Peptid-H und die N H,-Gruppe) 
sind mit andern nicht aktiven Gruppen des Peptids in der Form 
eines Hexagons (Sechseckebene) angeordnet (Hormel J). 

Die an den Heken dieses Hexagons stehenden Gruppen liegen 
in einer bene, der sogenannten ,,Bindungsebene’*. Das «H und 


5) Biochem. Z. 809, 179 (1941); B10, 28 (1941): BIL, 29 (1942). 
6) J. of Biol. Chem. 109, 323 (1935). | 
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das «H’-Atom, die nicht als aktive Gruppen angesehen werden, 
stehen réiumlich auf der Seite der Ebene, der sich das Knzym mit 
semen ebenfalls in einer Ebene angeordneten aktiven Gruppen 
nihert. Von der Bindungsebene des Knzyms gesehen, miissen die 


CH; CH 
ao OG GG a 
4 \ ch 
(i + . 
CH, (i, CH, 


H H 


H 
Us OH / Nit CO0-CHs (Ge Hs) 





d-Leucylglycin Glyevl-d-leucin Cbz0-Glycyl-d-leucin 


cis-Form) (cis-Form (trans-Form) 


aktiven Gruppen COOK, Peptid-H und NH, im U! hrzeiwersinn 
angeordnet sein, damit alle sich entsprechenden Gruppen mitem- 
ander reagieren kénnen. Eine Spaltung tritt aber nur dann ein, 
wenn die Bindungsebenen von Substrat und Hnzym sich auf 


\ ‘ / \ Ra 
NH, HOOC / 
NH> Hi 
/ KG i Ca C<— —"s oa a 
— f 











<== \ / “cc: N— \ 


Forme] | Formel [1] 


wenige A einander niihern. Dies ist dann der Fall, wenn auf der 
Seite, an der sich das Knzym anlagert, die volumenmiaibie kleinen 
H-Atome stehen, wihrend die viel orOoberen Radikale Re und Re’ 
dies unmoéelich machen wiirden. [Im Falle cies Dipeptids mit 


*) Nach Bergmann wird die Hydrolyse eines Peptids damit cingeleitet, 
dab unter Einwirkung des Enzyms der Peptid-H umgelagert wird und die 
Peptidbindung aus der Amid- in die Imidform iibergefiihrt wird. Dadurch 
werden zwei raumliche Anordnungen des Molekiils modglich, die sogenannte 
trans- und cis-l’orm. fiir die Spaltung durch Dipeptidasen nimmt Bergmann 
die cis-form an, da hierin die aktiven Gruppen (COOH, Peptid-H und NH,- 
Gruppe) raumlich nahe zusammenliegen. Fiir die Hydrolyse durch Carboxy- 
peptidase ninimt er die trans Bors an, da cine raumlich nahegelegene freie 
NH.-Gruppe ihre Wirkung vollkommen behindern wide. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. phystol. Chena cart | 
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unnatiirlichen Amunosiiuren stehen die groben Restgruppen Re 
und Re’ dieser Aminosduren auf der Seite der Peptidbindungsebene, 
der sich das Enzym anlagern soll. Kine Hydrolyse wird dabei durch 
riumliche Behinderung infolee der groBben Radikale unmoglich 
(vel. Formel Il). 

Tritt jedoch in diesem Falle das Ferment von unten an die 
Bindunesebene heran, wo nunmehr die H-Atome hegen, so finden 
wir die aktiven Gruppen im umgekehrten Uhrzeigersinn vor. Eine 
Spaltung kann dabei nicht stattfinden, da die aktiven Gruppen 
von Enzym und Substrat nicht alle in Reaktion treten koénnen. 

Nachdem es Bergmann und Mitarbeitern gelungen war. 
durch Glycerinextrakte aus Darmschleimhaut Glyceyl-aminoiso- 
buttersiiure, ]-Alanyl-aminoisobuttersiure, Aminoisobutyryl-glyem 
und d-Alanylelycin zu hydrolysieren, wurde von-ihnen die Spezi- 
fitatsregel wie folet geandert: ,,.Wenn em Peptid den Antipoden 
einer natiirlichen Aminosiure NH,-CH-R-COOH enthalt und 
R == CH, oder gréBer ist, dann ergibt sich sterische Hinderung 
der Dipeptidasereaktion, die im Falle von RK == C,H, oder groberer 
Seitenketten zur vollstiéndigen Hinderung der Hydrolyse in der 
gewOhnlichen Versuchsdauer fiihrt. Bergmann halt es fiir wahr- 
scheinlich, dafi diese Polyaffinitiitstheorie mit der abgeiinderten 
Spezifititsregel auch fiir andere Enzyme mit asymmetrischer 
Spezifitat zutrnifft. Fir Carboxypeptidase und Amiunopeptidase 
wurde diese Hypothese im eimzelnen beschrieben. 

Ber Untersuchungen mit Aiinopolypeptidasen haben wir 
Ergebnisse erhalten, auf die sich die sterische Spezifitétsregel an- 
wenden JaBt44). Fiir die Hydrolyse von Dipeptiden und Cbzo- 
Dipeptiden durch Glycerinextrakte aus Frischgeweben hat diese 
Spezifitatsregel nach den vorhegenden Ergebnissen unserer Unter- 
suchungen offenbar keine Giiltigkeit. Wie wir schon frither mit- 
geteilt haben!), werden niimlich durch Glycerinextrakte im Race- 
mat d-Leucylelyein und |-Leucylglycin ungefiihr gleich stark ge- 
spalten. I. und R. Abderhalden!§’) sind bei Untersuchungen 
mit optisch reinem Glycyl-d-leucin und Glycyl-l-leucin§ grund- 
satzlich zu demselben Hreebnis gekommen. Diese beiden Anti- 
poden werden durch Glycerinextrakte aus den verschiedensten 
tierischen Organen ebenfalls ohne Zusatz von Aktivatoren gleich 
schnell liydrolysiert. Nachdem uns nunmehr die fermentative 


“) A. Schmitz, R. Merten u. H. Herken. Diese Z. 275, 44 (1942). 
*) Fermentforsch. 16, 445 (1942). 
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Hydrolyse von Cbzo-Glycyl-d-leucin durch Glycerinextrakte aus 
Schweinepankreastrockenpulver gelungen ist, scheint die von 
Bergmann und Mitarbeitern aufgestellte Theorie auch auf die 
Wirkung der Carboxypeptidase nicht mehr anwendbar. 

Diese Befunde kénnten nun einmal dadurch erklairt werden, 
dab fir die Hydrolyse durch Dipeptidasen und Carboxypeptidasen 
die riumliche Lage des ¢- und ¢’-Atoms nicht von Bedeutung sind, 
es also eine sterische Hinderung itiberhaupt nicht geben wiirde. 
Zum andern wire es denkbar, dab eme Hydrolyse auch dann mit 
der gleichen Starke stattfindet, wenn nur zwei aktive Gruppen 
von Ferment und Substrat in Verbindung treten und somit eine 
wirksame Anlagerung des Fermentes auf der dem Radikal gegen- 
iiberliegenden Seite méghch ware. Diese Deutungen scheinen uns 
aber nach den ausfiihrichen Untersuchungen von Bergmann 
und Mitarbeitern héchst unwahrscheinhch. Vermutlich sind in 
unsern Extrakten Enzyme vorhanden, die in der raumlichen 
Anordnung ihrer aktiven Gruppen .,Antipoden™ der ,,natirlichen™ 
Knzyme (d-Peptidasen) darstellen. Hhuerfiir sprechen auch eine 
Reihe von Befunden, die von andern Autoren erhoben worden 
sind, wie beispielsweise die unterscliedliche Beeinflubbarkeit der 
l- und d-dipeptidatischen Wirkung durch Autolyse, Dialyse 
Mrhitzen, Aktivatoren und Hemmungskorper sowie die unter- 
schiedhiiche Aktivitiit der d- und I-peptidatischen Wirkung im ver- 
schiedenen Organextrakten!9-?2), 

Dafi ene vollkommene Trennune der beiden ,,fermentanti- 
poden’,:z. B. durch selektive Adsorption??), bisher mcht gelungen, 
ist, kénnte moghcherweise darauf beruhen, dab beide Fermente 
dasselbe Tragerprotein haben. Zu emer endgultigen Stellung- 
nahme und Klirune dieser Fragestellung geniigen die bisher vor- 
hegenden Untersuchungen noch nicht. 


. way 1 ry 4 
Experimenteller Teil 
|. In den vorstehenden Versuchen wurden folgende Substrate verwandt: 
Carbobenzoxy-glycyl-d-leucin, eine im Schrifttum erst einmal von S. G. 
Smith u. A. E. Braun [J. Amer. Chem. Soc, 68, 2605 (1941)] verwandte 
Verbindung. 
8) H. Bayerle u. R. Rieffert, Biochem. Z. $t1, 73 (1942). 
20) ff. Bamannu. O. Schimcke, Naturw. 29, 515, 558 (1942); Biochem. 
%. B10, 119 (1942). 
21) I. Maschmann, Biochem. Z. 308, 359 (1942); Naturw. 29, 691, 709 


2) R. Merten u. A. Schmitz, Naturw. 30, 588 (1942); Z. exper. Med. 
im Druck. 
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Schmelzp. 105° [x], 13° (Methanol). 
Glyeyl-d-leucin. Schmelzp. 240° unter Zersetzung. [x15 36° (HO). 
In der Literatur ist fiir diese Verbindung angegeben: 

kK. Fischer [x]p — 35° [Liebigs Ann. 365, 167 (1909), 

Abderhalden und Geddert {[z]p | 37,1.37,0° | Diese Z. 74, 407 (1911). 


d.1-Leucylglycin Schmelzp. 235°. d.l-Alanylglycin Schmelzp, 223°. 

Die Peptidkonzentrationen sind in den einzelnen Tabellen angegeben, 
Kkonzentrationen der d-WWomponente betrugen m SO bzw. m/ LOO. Praparate sing 
cut wasserléslich. Cbzo-glyevl-d-feucin mub durch &quivalente Mengen NaOH 
neutralisiert werden. 


2. Nachweis der abgespaltenen d-Aminosauren. jie ats dem 


Peptidverband abgespaltenen  d-Amnunosiiuren d-Alanin und 
d-Leucin wurden mit der manometrischen Methode nach Herken 
and Nrxleben mit Hilfe emer d-Aminosiiureoxydase enthalten- 
den Fermentlésunge aus Schweimenierenacetontrockenpulvern be- 
stimmt. Ber Verwendung von d-Alanylelyein und d-Leucylglyein 
als Substrate wurde die im diesen FermentlOsungen von uns 


9 


nachgewresene?3) d-Dipeptidase entweder durch Zusatz von |-Leucin 
ino m/20 KMndkonzentration blockiert oder durch Adsorption an 
Vonerde A entfernt??). Ber Verwendung von Glycyl-d-lencin miissen 
d-Dipeptidasefreie Lésungen verwandt werden, da die Spaltune 
dieses Peptids durch |-Leucin nicht gehemmt wird. Zu den An- 
sitzen zugesctztes d-lLeucin wurde im WKontrollversuchen im der 
Regel zu 90—100°/, wiedergefunden. Pankreasextrakte machen 
hnervon eme Ausnalhme. 

». Die Bestimmung der durch Pankreasextrakte abgespaltenen 
d-Aminosauren. Ber Verwendung von Pankreasextrakten fanden 
wir beim Nachweis abgespaltener bzw. vorher 
d-Aminosiiuren im Warburg-Respiometer keimen O 
Da eine Aminosiiureoxydase 1m den Pankreasextrakten nicht nach- 
zuweisen und eine vorherige Desamimerune waihrend der Bebrituny 
auszuschheben war, mute in den Kxtrakten eine die Desaminase 


Zucesetzter 


Y 3 \ 
> Verpbrauen. 


) 


blockierende oder zerst6rende Substanz vorhanden sem. Durch 
reine ‘Trypsinl6sungen war der gleiche Effekt wie mit Pankreas- 
extrakten zu erziclen. Wurde aber die Trypsinl6sung oder der 
Pankreasextrakt vor dem = Hinfiillen in die Warburg- Gefaibe 
15 Minuten ber 100° erhitzt, so wurde die Desaminierung dureh 
die zugegebenen Krebsschen Fermentlosungen nicht mehr beein- 
flubt. Ks muh also die Trypsinwirkune fiir die Blockierunge bzw. 
Schadigune der d-Anunosiurcoxydase verantwortlich sein (vel. 
foleende Tabelle). 


25) R. Merten, A. Schmitz u. H. Herken, Diese Z. 275, 49 (1942). 
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Tabelle. Wirkung von Trypsin auf d-Aminosiureoxydase 
Versuchsanordnung im Warburg-Respirator 
le VersuchsgefaB Ansatzbirne GefaBeinsatz 
a 2,0 ccm Puffer pH = 7,8 0.5 com Fermentlésung 0,2 com 

10°, KOH 
b 1.0ccm Puffer py — 7.8 -- | 0,5 cem Fermentlésung 0.2 com 
1.0 cem m/200-d-Leucin 10°, KOH 
C 1.6 ccm Puffer pu 7,8 + 0.5 cem Fermentlésung 0,2 cem 
0,4 ccm 10°, Trypsinlésung 10° KOH 
d 0.6 com Puffer px 4,8 4 O.5 cem KFermentlosune 0.2 cem 
0.4 cem 10°, ‘Trypsinidsung 10°,, KOH 
1.0 com m/200-d-Leucin 
e 1.6 cem Puffer px 7.8 +- | O0.56eem Fermentlésung -t- 0,2 cem 
0,4 ccm 10% Trypsinlésung 10°64 KOH 
f 0.6 com Puffer px 7.8 - 0.5 cem Fermentlésung 4 0,2 cem 
1,0 com m /200-d-Leucin 0,4 com 10% Trypsinlésung | 10°, KOH 
g wie c, nur Trypsinl6sung, vorher 15’ auf 100° erhitzt 
h wie d, nur ‘Trypsinisg., vorher 15’ lang auf 100° erhitzt 
wie e, nur ‘Trypsinisg., vorher 15’ lang auf 100° erhitzt 
] wie f, nur ‘Trypsinisg., vorher 15’ lang auf 100° erhitzt 





bite, GefaB | GefaB | GefaB | GefaB | GefaB } GefaB | GefaB | GefaB | GefaB [Gefa 
Aeit a b c d e f g h i j 
O’ 120,05 121.380 122.30 [25.10 [22.80 122.80 22.85 123.0 22.55 123,10 
6’ 120,00 421,30 122,25 [25,00 [22,90 [22,90 23,00 123,25 [22,70 [23.20 
O.5 OD OLD O.5 0.0 0.0 1.0 O05 LO 0,5 
12’ 419.95 121.25 |22.20 [24,95 ]22.90 122.90 22,90) 123,20 126,60 123.15 








4’ 0,51 — 29.0 3 6 10.5 1.0 3,5 0.0 29,0} -+ 1,0] — 36,0 
2’ 419,90 TI8.80) 722,00 [22,80 422.45 422,90 122,90 [20,30 [22,70 119,65 
OLD 6.5 0.0 2.0 0.0 0.0 OLD 8.5) — 1.0 8,5 
72’ 119,85 7.60 [22.00 122.60 {122.80 122.45 22,85 119,40 [22.60 [18.70 
L358 3.0] -+2.0 0.0} +-2.0 0.0 1.0 2.51 +1,0 1.0 
1O2’ 120.00 [17,45 422.20 J22.80 }23.00 422.65 22,95 119,25 }|22,.70 118.70 
LO5 OLD -O,D} --1,0} + 1,0 0.0 
132’ 120.05 117.45 23,00 J19.20 [22.80 [18.80 
LO.5 0.0 LOS 0.0 
[62% POLO 117,50 23,05 J19,25 


9- Verbrauch 
nach Multipli- 











kationmitder! 55,3 17,4 75 51,6 52.7 
GefaBkon- 
stante 
mg -d-N. [0.0690 | (0.0218 | [0.00595 | [0.0645 | | 0,0660 
W iedergefun- 
dene Menge ]98,5°, 31,0% 8.5%, 92,0% 94,5, 
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Infolgedessen haben wir samtliche Ansitze mit Glycerin- 
extrakten aus Pankreas sowie die Trypsinlésungen nach threr 
Einwirkung auf die Peptidl6sungen 15 Minuten bei 100° erhitzt 
und dann erst die abgespaltenen d-Amuinosduren im Warburg- 
Respirometer bestimmt. Die sehr eiweiBreichen Pankreasfrisch- 
extrakte werden durch die Erhitzune sehr stark koaguliert und 
lassen sich nicht mehr pipettieren. Wir haben daher zum Nachweis 
der Carboxypeptidase die eiweibarmeren Extrakte aus Pankreas- 
trockenpulver verwandt. Das Erlitzen beeinfluBt die Peptid- 
lésung des Cbzo-Glycyl-d-leucins auch in Gegenwart von CoCl,- 
Lésungen nicht, wie aus Kontrollversuchen mit Sehweine- und 
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Kig. 3 
Pao \bhingigkeit der Desaminierung durch Fermentextrakte 
aus Nierentrockenpulvern 


Meerschweinchenlebertrockenpulvern hervorgeht. Vor dem = Fr- 
hitzen zugesetztes d-Leucin wurde auch hier zu 90—100° wieder- 
cefunden. 

4. Zur Durchfithrung der Versuche uber die px-Abhangigkeit 
der Carboxypeptidase und Dipeptidase ist es notwendig, die An- 
sitze nach der Bebriitung auf ein pu zu bringen, bei dem eine 
100°/jige Desamimierung stattfindet. Nach H. A. Krebs liegt 
das Optimum der d-Aimimosiiureoxydase bei px 8.8: die Akti- 
vitat fallt sowohl bei einer Verschiebunge nach der sauren als auch 
nach der alkalischen Seite sehr stark ab. Das pu der gereinigten 
Losungen heet nach Negelein und Brémel bei 8,4. Nach unserer 
Methodik hieot das px-Optimum der Di saminierung het DH 








8,8—8,9; jedoch wird im Bereich emes pr von 6,9—10,0 noch eine 
LO0°/,ige Desamimerung in entsprechend lingerer Zeit gefunden. 
Hohere Konzentrationen von Metallsalzlésungen beeinflussen di 
Desaminierung micht, es miissen lediglich stirkere pu-Verschie- 


bungen durch vorheriges Neutralisieren vermieden werden. 




















Zur Frage der Hydrolyse von d-Dipeptiden durch Carboxypeptidase = §5 


Im Bereich von px = 38,8—6,8 wurden Essigsiureacetat puffer 
nach Michaelis, im Bereich von 6,8—7,8 Phosphatpuffer, 1m 
Bereich von S und daritber Glykokoll- NaOH - Pufferlosungen 
nach S6rensen verwandt in m/10-Konzentrationen. Vorgelegt 
wurde 1 cem einer m/200 d-Leucinlésung, und der O,-Verbrauch 
in der ersten halben Stunde bestimunt. 


5. Versuchsanordnung. Zur Herstellung der Glycerinextrakte 
aus Frischgeweben verweisen wir auf friihere Arbeiten!!). Die 
Acetontrockenpulver werden ahnlich wie die Trockenpulver aus 
Nieren nach Krebs hergestellt. Zur Extraktion werden 10 ¢ 
Trockenpulver mit der 10fachen Menge Glycerin 24 Stunden 
ber 0° extrahiert, '/, Stunde ber hoher Tourenzahl (von uns_ bei 
7000 t/Min.) abzentrifueiert und die iiberstehende Loésung durch 
ein Faltenfilter Schleicher und Schill 10174/, gegeben. Der klare 
Fermentextrakt wird nut ¢leichen Teilen m/10-Phosphatpuffer 
von pu 7,4 verdiinnt. Das pra der emzelnen Losungen wurde 
jeweils elektrometrisch kontrolliert und ist in den Versuchsproto- 
kollen im emzelnen angegeben. 


Zum Ansatz wurde 1.0 cem Fermentlosung, 1,0 com Peptid- 
losung und 0,5 cem Phosphatpuffer pu — 7.4 baw. 0,25 cem Metall- 
salzl6sung und 0.25 cem Phosphatpuffer verwandt. Minwirkungs- 


zeit 48-72. Stunden ber 378 1m Thermostaten. 


Zusammenfassung 


Die schon friher mitgeteilte Hydrolvse von d-Leucylglyein 
und d-Alanylelycin durch Organextrakte kann nach den = vor- 
hegenden Untersuchungen nicht auf der Wirkung emer Carboxy- 
peptidase beruhen, d-Leucyvlelvein, d-Alanylelycin, Glyeyl-d-leucin 
werden namilich durch Glycerinextrakte aus  verschiedensten 
tierischen Organen in hohem Mabe gespalten. Dagegen wird Cbzo- 
Glycyl-d-leucin nur durch Pankreasextrakte und Losungen aus 
Trypsin (Merck), und zwar in hohem Mabe gespalten, nicht aber 
durch andere Oreanextrakte. Das pa-Optimum der Cbhzo-Glycyl- 
d-leucin) spaltenden Carboxypeptidase wurde bei pr 7,8) ge- 
funden. Die Aktivitét dieses Fermentes heb sich durch Cov um 
ein Vielfaches steigern., 

Zur Wlarune der Hydrolyse dieser Peptide mit unnatiirlichen 
Anunosiiuren werden dic Bergmannschen Anschauungen uber 
die Polyaffimitiitstheoric und die sterische Spezititatstheorie heran- 
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cezogen und diskutiert. Die sterische Spezifititsregel laBt sich 
nach unsern Befunden nur dann aufrecht erhalten, wenn fiir 
we Hydrolyse der genannten Dipeptide im unsern) Extrakten 
d-Peptidasen angenommen werden. 

Berm Nachweis der abgespaltenen d-Amunosiuren mit) der 
manometrischen Methode m Anwesenheit von Glycerinextrakten 
aus Pankreas oder tryptischer Fermente mub eme Schaidigung der 
d-Aminosiureoxydase in den Fermentlésungen aus Nierentrocken- 
pulvern durch Trypsin beriicksichtigt und durch vorheriges [r- 
hitzen der zu untersuchenden Lésungen ausgeschaltet werden. 


























Uber den Brenztraubensdurestoffwechsel im Gehirn”*) 


Von 


P. E. Simola und Helli Alapeuso 


Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Helsinki 


Der Schriftleitung zugegangen am 24. Januar 1943) 


Einleitung 
in foleenden wird in ausfiihrliicher Form em ‘Teil der im diesem 
Laboratorium wiaihrend der Jahre 1936—1939 ausgefihrten enzy- 
matischen in-vitro-Versuche beschrieben, deren Gweck es war, im 
engen Anschlu®B an schon friaher im Laboratorium begonnene Unter- 
suchungen itiber die Beziehungen zwischen der B-Vitamingruppe 


und dem «-Ketosiiureumsatz — gleichlaufend mit im-vivo-Unter- 
suchungen — zu weiterer Klarheit iiber den Umsatz der a-Keto- 


siiuren, insbesondere der Brenztraubensiiure im Tierorganismus zu 
celangen. 

Bei diesen Untersuchuneen, iber deren Kreebnisse bisher zum 
Teil nur vorlaiufige Mitteilungen vorliegen!), wurden verschieden- 
artige Untersuchunesverfahren benutzt. Zur Gewinnung einer 
ortentierenden Vorstellune tuber den Abbau der «-Ketosiiuren in 
den verschiedenen Geweben im allgememen kamen zuniichst die 
cewohnlichen manometrischen Mikromethoden zur Anwendune, 
mittels welcher der Sauerstoffverbrauch und die Kohlensiure- 
bildune bei Gegenwart von Brenztraubensiiure und ¢-Wetoclutar- 
siure in verschiedenen Gewebearten bet normalen und B-avita- 
minotischen Treren bestimmt wurden*). [Im Ansehlub an diese 
Untersuchungen wurde mittels verschiedener chemuscher Verfahren 
die Aufklarune der Reaktionsprodukte im Angriff genommen, die 


) Herrn Prof. H.v. Euler zum 70. Geburtstag gewidmet. 

1) Infolge der auBergewGhnlichen, durch den Krieg hervorgerufenen Um- 
stiinde hat sich die Drucklegung der vorliegenden Arbeit um mehr als 3 Jahre 
verschoben. 

2) Uber einen Teil der ersten Mikrorespirationsversuche mit normalem 
Gewebe ist von PP. E.Simola und K. Puutula (1937) vorlaufig berichtet 
worden. 
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bei dem Brenztraubensiiureumsatz in verschiedenen Geweben ent- 
stehen. Hierbei wurde dem Anteil der Brenztraubensiure bei der 
biologischen Citronensiiuresynthese besondere Beachtung — ge- 
schenkt!). Gleichzeitig wurde auch das Verhalten der Brenz- 
traubensiure und der «-Ketoglutarsiure bei Methylenblauversuchen 
in verschiedenen Geweben untersucht?). Auch die Frage nach dem 
Auftreten von Acetaldehyd, Acetylmethylearbinol und Aceton- 
korpern bei Brenztraubensiureabbau im Tierkorper ist bereits 
Gegenstand einer Reihe orientierender Untersuchungen gewesen. 

Mittels der in-vivo-Versuche sollten in erster Linie die Wir- 
kungen von Belastungen mit Brenztraubensiure und einer Reihe 
organischer Verbindungen sowie der EinfluB verschiedener Fak- 
toren auf die Ausscheidung von Brenztraubensiiure, «-Ketoglutar- 
siiure und mit deren Umsatz nahe verknipften Verbindungen unter- 
sucht werden$). 

In dieser Arbeit beschranken sich die Ausfiihrungen auf dic 
enzymatischen in-vitro-Versuche, ber denen mit Hilfe verschiedener 
quantitativer Methoden versucht worden ist, Aufschlufi aber die 
Produkte zu erhalten, die beim Brenztraubensiureumsatz im Gehirn- 
cewebe entstehen. Es bestand zuniichst die Absicht, dieser Arbeit 
auch eine Anzahl friiherer, mit Hilfe der manometrischen Mikro- 
methodik angestellten Versuche in betreff der Sauerstoffaufnahme 
und Kohlendioxydbildung anzuschheBen. Da sich die Publikation 
nerdurch jedoch zu umfanereich gestaltet hatte, wurde der be- 
treffende Teil ganz fortgelassen und wird médglicherweise spiter in 
anderem Zusammenhang verdtfenthicht. 

In letzter Zeit hat das Studium des g-Ketosiureumsatzes, ins- 
besondere dasjenige der Brenztraubensiure, grobe Aktualitat ge- 
wonnen und ist in mancher Beziehung in ein neues Stadium ein- 


1) Uber die Bildung verschiedener Umsatzprodukte, wie Milchsaure, 
Bernsteinsiure, «-Ketoglutarsiure, Citronensiiure, Essigsaure und Alanin, 
wurde zuerst in den Mitteilungen von P. hE. Simola u. H. Alapeuso (1938, 
1939) berichtet. Die Rolle der Brenztraubensiure bei der enzymatischen 
Citronensiurebildung wurde zuerst in den Mitteilungen von P. KE. Simola, 
N. Hallman u. H. Alapeuso (1939), N. Hallman u. BP. E.Simola (193s, 
1939), N. Hallman (1988, 1939) und spiter in einer systematischen Arbeit 
von N. Hallman (1940) behandelt. 

*) Vorlaufig berichtet in den Mitteilungen von P.E.Simola (1987) 
u. P. bk. Simola, M. Stenberg u. FE. Uutela (1937). 

*) Nach den ersten Publikationen von P.E.Simola (1937, 1933), 
PE. Simola, F.-E. Krusius u. H. Alapeuso (1988), PB. E.Simola ut. 
“-K. Krusius (1938, 1939) sind 2 


systematischen Arbeit von F.-E. Krusius (1949). 


ls ac ‘nace .. 1, } —cvE +Y ner 
diese Fragen eingehender behande!t in eine: 
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eetreten. Seit dem Jahre 1937 sind von verschiedener Seite Unter- 
suchungen veroffentlicht worden, in denen der Brenztraubensiiure- 
numsatz an Hand von neuen Versuchsergebnissen beleuchtet wird, 
und in denen neve Theorien und Hypothesen iiber den Reaktions- 
mechanismus aufgestellt werden. Anderseits ist zu erwihnen, dab 
die Aufklirune vieler Einzelheiten des «-Ketosiureumsatzes im 
Tierkérper noch in ihren Anfingen steht, und daB viele wichtige 
Fragen bis auf weiteres einer allgemein akzeptierten Deutung 
harren. So bedarf auch die Frage nach den Zwischen- und End- 
produkten des Brenztraubensiiureumsatzes in vieler.. Hinsicht 
dringend weiterer experimenteller Aufkdirune. 


Zur Methodik 


Als Gewebsmaterial wurde bei den unten zu besprechenden Versuchen 
Rindergehirn verwendet. Gleichzeitig wurden auch Versuche mit Cehirnen 
anderer Tiere, wie Meerschweinchen und Ratten, ausgefiihrt, die aber nicht 
in diese Arbeit eingehen. 

Das Gehirngewebe von Rindern wurde sofort nach dem Schlachten mit 
der Fleischmiihle zerkleinert und in Mengen von 10—100 g¢ fiir verschiedene 
Ansitze verwendet. Als Inkubationsfliissigkeiten dienten bei den ersten Ver- 
suchen Phosphat- und Ringerlésungen, bei spateren ausschlieBlich eine 0,025 n. 
Bicarbonatlosung, als Substrat Natriumpyruvinat, dessen Menge einer 0,01 n- 
Brenztraubensiurelésung entsprach. Als InkubationsgefaB wurden fiir kleinere 
Ansaitze Erlenmeyerkolben von 250-—500 cem Inhalt, fiir gréBere Ansatze 
flache, schalenf6rmige Spezialkolben von etwa 1400 cem Inhalt gewahlt. Bei 
der Anaerobiose wurden die GefaBe mit Stickstoff (mittels gelbem Phosphor 
von Sauerstoff befreit), bei der Aerobiose mit Sauerstoff gefiilit. Bei den Null- 
ansitzen wurde die Enzymtiatigkeit sofort durch EnteiweiBungsmittel ver- 
nichtet. Die Inkubationsansitze wurden zuerst im Thermostat bei 37° und 
in der Mehrzahl der Versuche unter dauerndem NSchiitteln gehalten. Neben 
den eigentlichen Brenztraubensiureansatzen wurden gewOhnlich zwei Ansitze 
ohne Substrat angestellt, von denen der eine sofort, der andere nach Inku- 
bation enteiweiBt und analysiert wurde. Beim IKalkulieren der Resultate 
wurden die Werte aller vier Ansatze berticksichtigt. 

Die Verbindungen, bei denen auf die Untersuchung der Mengen- 
schwankungen im Zusammenhang mit dem Brenztraubensiureumsatz  be- 
sondere Aufmerksamkeit gerichtet wurde, waren folgende: Milchsiaure, 
Bernsteinsaure, »«-hKetoglutarsaure, fumarsiiure, Apfelsiure, 
Oxalessigsiure, Citronensiure, HNssigsiure, Ameisensaure sowie 
Alanin und Glutaminséure. 

Uber die angewandte Versuchsmethodik sei allgemein folgendes erwahnt. 

Jestimmunege der Brenztraubensiure. Drei Methoden zur Be 
stimmung der Brenztraubensiure wurden gepriift, nimlich die von Klliot, 
Benoy u. Baker (1935) modifizierte Bisuifitbhindungsmethode von Clift u. 
Cook (19382 ; die Cerisulfatmethode von i romageot u. Desnuelle (1934) 
und die Salievlaldehydmethode von Straub (1936). bei den ersten Unter- 
suchungen wurden oft alle drei Methoden nebeneinand 


ai 


benutzt: spater 
a 
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wurde vorwiegend die Salicvlaldehvdmethode verwendet, die, wie weiter 
unten erdrtert, am zuverlassigsten erschien. Ks ist namlich zu beachten, dai 
es zwar gelingt, die st6Grende Wirkung der Acetonk6rper durch Iochen mit 
Alkali zu eliminieren, daB aber die x-Ketoglutarsiure dabei nicht vernichtet 
wird und dann wie Brenztraubensiure mit Bisulfit und Ccrisulfat reagiert. 
Auf die Salievlaldehydreaktion dagegen hat die «-Ketoglutarsiure keinen 
KinfluB. 

Bestimmung der Milchsiiure. Die Bestimmung der Milchsaure er- 
folgte nach der von Lieb und Zacherl (1932) ausgearbeiteten Modifikation 
der Fiirth-Charnasschen Milchsiurebestimmungsmethode. © Gew6hniich 
wurden in den Milchsfiureversuchen Ansitze verwendet, die 10 ¢ Gehirnbrei, 
25 cem Bicarbonatpufferl6sung und 5 cem einer Natriumpyruvinatlésung ent- 
hielten. Das FEiweif wurde mittels Metaphosphorsiiure (80 ccm 10°/jiger 
Losung pro Ansatz) entfernt, die Kohlenhydrate in iiblicher Weise mittels 
Kupfersulfat und Kalk (80 com Filtrat, 100 cem Wasser, 30 ccm kaltgesattigte 
Kupfersulfatlo6sung und 30 ¢ Calciumhydroxyd). 

Bestimmung der Bernsteinsiure. Bei der Bestimmung der Bern- 
steinsiure wurde das alte Prinzip befolet, die Bernsteinsiure mit Ather aus- 
zuziehen und als Silbersalz zu fillen. Um die mit Silber fallbaren anderen 
atherléslichen Saéuren zu eliminieren, wurde im Anfang nur so verfahren, 
daB der Verunreinigungen enthaltende erste Atherextrakt nach den Angaben 
von Moyle (1924) sowie Hahn und Haarmann (1929) mit NKaliumperman- 
ganat oxydiert wurde, wonach eine neue Extraktion mit Ather stattfand. 

Zu den Bestimmungen wurden groBbe Ansiitze benutzt, die 100 g Gehirn- 
substanz, suspendiert in 300 ccm Fliissigkeit, enthielten. Das EiweiB wurde 
mittels 300 cem 10°/,iger Trichloressigsiure oder 10°/,iger Metaphosphor- 
siure entfernt. Vom Filtrat wurden 300 cem auf kleines Volumen eingeengt, 
worauf der Riickstand mit wasserfreiem Natriumsulfat versetzt und eine 
24stiindige Atherextraktion im Soxhletapparat angeschlossen wurde. Der 
tiickstand nach der Verdampfung des Athers wurde in 40 com Wasser auf- 
genommen, mit 2 ccm konzentrierter Schwefelsiure versetzt und die Oxy- 
dation mit n/lO-WKaliumpermanganat auf dem Wasserbade durchgefihrt, 
bis eine besténdige braune Fiallung entstand. Danach wurde erneut auf Kleines 
Volumen eingeenget, mit Natriumsulfat behandelt und mit Ather extrahiert. 
Nach Abdampfen des Athers wurde der Riickstand mit Bariumhydroxyd 
neutralisiert und die Bernsteinsiure durch Zusetzen von Silbernitrat als Silber- 
salz gefallt. Letzteres wurde mit '/,°/,iger Ammoniumnitratlésung und 
Wasser gewaschen, bei 100° getrocknet und gewogen. In anderen Fallen wurde 
die Bernsteinsiure bestimmt, indem man das aus der Silberlésung abgeschie- 
dene Silber mit Ammoniumrhodanid titrierte. 

Trichloressigsiure und Metaphosphorsiiure erwicsen sich jedoch wegen 
ihrer Atherléslichkeit sogleich als weniger zur EiweiBentfernung geeignet, und 
im folgenden Stadium wurde begonnen, das Eiweif mit Hilfe von Schwefel- 
saure und Natriumsulfat auszutallen. Zu dem Ansatz, der mit Schwefelsiure 
gegen Kongo angesaiuert war, wurden auf je 100 ccm 7 g Natriumsulfat hinzu- 
gefigt und die Lésung zum Sieden erwirmt. Die so erhaltenen Werte waren 
bedeutend gleichméiéiBiger als die friiher mit ‘Trichloressigsiiture oder Meta- 
phosphorsiure als KiweiBbentferner gewonnenen. 

Nach einigen Versuchsserien war es jedoch notwendig, die Bestimmungs- 
methodik fiir die Bernsteinséiure abermals abzuaindern. Es erwies sich namlich, 
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daB bei einfacher Atherextraktion und NSilberfallung die x-Ketoglutarsiure, 
deren Silbersalz verhaltnismaBig schwerldslich ist, als Bernsteinsiure mit- 
bestimmt wird. Die Methode wurde nun dahin abgeindert, daB die «-Keto- 
glutarsiure nach dem Vorgehen von Krusius (1938, 1940) und Krebs (1938) 
mit Hilfe von 2,4-Dinitrophenylhydrazin zunachst aus der Lésung abgeschieden 
und nach dem Verfahren von Krusius quantitativ bestimmt wurde und daB 
man dann das Extrahieren der Bernsteinsiiure mit Ather und Fallen als Silber- 
salz in der geschilderten Weise vornahm. Das Ausfillen des EiweiBes wurde 
dabei durch Wolframsaure bewirkt (800 ccm 1 n-Schwefelsiure und 300 cem 
LO°/,iges Wolframat auf 3800 ccm Filtrat). Zu 150—200 ccm eiweibfreiem 
Filtrat wurden 25—35ccem 1° ,iges Dinitrophenylhydrazin in 10°/,iger 
Schwefelsiure auf 5°/, Schwefelsiuregehalt angesiuert und zur Isolierung 
des «-Netoglutarsiurehvdrazons dreimal mit einer etwa einem Viertel des 
Volumens der Lésung entsprechenden Menge peroxydfreiem Ather aus- 
geschiittelt. Die Atherextrakte wurden im Stickstoffstrom auf dem Wasser- 
bade eingeengt, der Riickstand wurde in 20 com 2 n-Natriumhyvdroxyd gelost 
und nach dem Ansauern auf 5°/, Schwefelsduregehalt mit 4°/,igem Kalium- 
permanganat bei Zimmertemperatur oxydiert, wobei die «-Netoglutarsiure in 
Bernsteinsiure tibergeht. Nach Abfiltrieren des Braunsteins wurde auf kleines 
Volumen eingeengt und der Riickstand mit wasserfreiem Natriumsulfat zu 
einer pulverigen Masse verrieben, die danach noch im Vakuumexsiccator ge- 
trocknet wurde. Darauf wurde 20 Stunden mit Ather extrahiert, der Ather 
abgedampft, der Riickstand in 20 cem heiBem Wasser geldst und mit 0,2 n- 
Bariumhydroxyd gegen Phenolphthalein als Indicator neutralisiert, worauf 
die Bernsteinsiure mit 2ccm 10°/,iger Silbernitratl6sung ausgefallt wurde. 
Der Niederschlag wurde mit 4/,°/,igem Ammoniumnitrat und dann mit Wasser 
ausgewaschen, bei 100° getrocknet und gewogen. Die von der ¢-Ketoglutar- 
siure befreite Losung wurde mit Natriumhydroxyd gegen Kongo derart neu- 
tralisiert, da die Lésung gegen ongorot cin wenig sauer blieb, worauf ab- 
gedunstet und die tbrigen Prozeduren zur Bestimmung der Bernsteinsiure in 
der oben beschriebenen Weise vorgenommen wurden. 


Beim lExtrahieren der Wasserschicht mit Ather lag naturgemaf die 
Gefahr vor, da8 ein Teil der Bernsteinsaure mit dem flydrazon in den Ather 
iiberginge. Versuche, die zur WKlariegung dieses Umstandes angestellt wurden, 


erwiesen jedoch, da beim Ausfithren der Extraktion in der oben geschilderten 


Weise nur ein bedeutungslos geringer Teil der Bernsteinsiure in den Ather 


ibergeht. 


Bestimmung der Fumarsaure. Die [rmittling des Fumarsiure- 
cehaltes erfolgte nach der titrimetrischen Mercuronitratmethode von Stotz 
(1937). Die Bestimmungen wurden mit etwa 50 ccm ‘Trichloressigsiurefiltrat 
vorgenommetd. 


Bestimmung der Apfelsaure. Zur Ermittlung des Apfelsiuregehaltes 
wurde anfanglich die polarimetrische Methode von Straub (1936) verwendet. 
Kur die Bestimmungen wurde das Trichloressigsaurefiltrat benutzt, das auf 
kleineres Volumen eingeengt und nach Neutralisierung und Zusatz von Uranyl- 
acetat polarimetriert wurde. Spater wurde die colorimetrische Methode von 
Pucher, Vickery und Wakeman (1986) herangezogen, die genauere 
Resultate zu liefern schien. Die Analysen wurden mit etwa 10—50 ccm Tri- 
chloressigsiurefiltrat ausgefiilirt. 
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Da Aminosiuren und KNohlenhydrate auf die Werte der letztgenannten 


Methode von Einflu8 sind, ware es zur Gewinnung genauer Werte unbedingt 


notwendig gewesen, die Apfelsiure zunichst mit Ather auszuziehen und erst 
dann die Bestimmung vorzunehmen. Wenngleich die erhaltenen Werte offen- 
bar zu groB sind, diirften die ohne Atherextraktion ausgefiihrten Bestimmungen 
doch imstande sein, eine orientierende Vorstellung iiber den relativen Apfel- 
siuregehalt der Ansatze zu vermitteln. 

Bestimmung der Oxalessigsiure. Versuche zum Nachweis einer 
moéglichen Bildung von Oxalessigsiure wurden mittels der Methode von 
Straub (1936) mit Trichloressigsiurefiltraten ausgefiihrt. 

Bestimmung der Citronensaure. Zur Bestimmung der Citronen- 
siure wurde die bekannte photometrische Bestimmungsmet hode fiir 5 itronen- 
saure von Pucher, Sherman und Vickery (1936) verwendet, die sich bei 
diesbeziiglichen Versuchen als schr brauchbar erwies. Zur [intfernung des 
KiweiBes wurde Trichloressigsiure benutzt. 

Bestimmung der Essigsaure. Die Bestimmung der Essigsiure 
eriindete sich auf die Wasserdampfdestillation und ‘Titrierung der tber- 
gegangenen Saure mit Alkali. Eingehender ist die Methodik, deren wesent- 
licher Teil in der Beseitigung der bei der Wasserdampfdestillation mit iiber- 
gehenden Brenztraubensiure bestand, spiter im Zusammenhang mit den Ver- 
suchen beschrieben. 

Bestimmung der Ameisensaure. Bei der Ameisensiurebestimmung 
wurde im Endstadium die Riessersche (1915) titrimetrische Ameisensaurc- 
bestimmungsmethode angewandt, die auf der Bestimmung des aus Mercuri- 
chlorid entstehenden Merecurochlorids fuBt. Dabei wurde zuerst das Kiweil 
mittels 10°/,iger Metaphosphorsdure entfernt, darauf aus 400—500 ccm eiweils- 
freiem Filtrat der grote Teil der Brenatrauber nsiure durch Kupferkalkfallung 
beseitigt. 200 ecm ‘des erhaltenen Filtrats wurden der Wasse rdampfdestillation 


unterworfen. Die mit Bariumhydroxyd neutralisierten Destillate wurden auf 


I5ccm eingeengt und mit dieser Fliissigkeitsmenge die Ameisensiurebestim- 
inung nach Riesser ausgefilhrt. 

Bestimmung des Alanins. Bei den Bestimmungen wurde die 
Fiirthsche (1932) Alaninbestimmungsmethode verwertet, welche auf der 
Uberfiihrung des Alanins mittels salpetriger Saure in Milchsiure sowie deren 
Bestimmung in bekannter Weise fuBbt. Der Gang solcher Analysen hatte 
folgenden Verlauf. Aus den Ansitzen mit 10g Gehirnsubstanz als Knzym- 
material wurde das Eiweif mittels 10° /giger Metaphosphorsiure entfernt. Aus 
lS5cem eiweiBfreiem Filtrat wurden die Kohlenhydrate durch Kupferkalk- 
mischung beseitigt und das erhaltene Filtrat auf 100 ccm verdiinnt. 5 bis 
10 cem dieser LGsung wurden direkt fiir die Milchsiurebestimmung verwendet 
25 cem wurden mit Salzsiure (0,15 ccm konzentrierte Salzsiiure) angesauert, 
wonach auf dem Wasserbade 10cem 2,5°/,iges Natriumnitrit innerhall 
20 Minuten, sowie anschhieBend lO0cem = 7,5°/,iger Harnstoff innerhalb 
20 Minuten zugetrépfelt wurden. Nachdem schlieBlich auf 100 com verdiinnt 
worden war, wurde in 20-40 cem dieser Losung eine zweite Milchsiurebestim- 
mung ausgefiihrt. Aus der Zunahme der Milchsiuremenge nach der Nitrit- 
behandlung konnte die Alaninmenge berechnet werden. — 


Bestimmung der Glutaminsaure. Die Bestimmung der Glutamin- 
siure wurde bei Beginn der Untersuchungen dadurch erschwert, daB ein 
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seeignetes Mikrobestimmungsverfahren fiir die Glutaminsiure nicht zur Ver- 
fiigung stand. Mit den vorhandenen, zur Bestimmung verhaltnismaBig groBer 
Glutaminsauremengen beabsichtigten Verfahren bereitete es Schwierigkeiten, 
kleine Schwankungen des Glutaminséuregehaltes der Gewebeextrakte nach- 
zuweisen. Spater bot sich Gelegenheit, die einerseits von Cohen (1939), 
anderseits von Arhimo und Laine (1939) fiir Glutaminsiure angegebenen 
Bestimmungsgrundlagen auf die Bestimmung der Siure in Gewebeausziigen 
anzuwenden. 

In Cohens Verfahren wird die Glutaminsiure mittels Chloramin 'T in 
#-Cyanpropionsaiure tbergefiihrt, die weiter zu Bernsteinsiure hydrolysiert 
wird. Die Bernsteinsaure wird auf enzymatischem Wege mittels Bernstein- 
siuredehydrase bestimmt. Im Verlauf dieser Arbeit kam das Verfahren in 
einer von uns modifizierten Form zur Verwendung. 

Der von Arhimo und Laine (1939) vorgeschlagene Weg zur Bestimmung 
der Glutaminséure fuBt auf Uberfithrung der Glutaminsiure durch Nitrit- 
behandlung in Oxyglutarsiure und deren Oxydierung mittels Kaliumperman- 
eanat zu Bernsteinsaure welch letztere als Silbersalz bestimmt wird. Im Laufe 
dieser Arbeit wurde folgende Moditikation des Verfahrens verwendet. 

Aus 150 com mittels 10°/,iger Trichloressigsdure enteiweiBtem Filtrat 
wurden die Bernsteinséure und sonstige atherlésliche Substanzen durch zwei- 
tagige Atherextraktion beseitigt. Danach wurde die Lésung mit festem Barium- 
hydroxyd gegen Phenolphthalein neutralisiert, der entstandene Niederschlag 
abfiltriert und das Filtrat auf etwa 4 ccm eingeengt. Die Lésung wurde danach 
mit festem Bariumhydroxyd und der lOfachen Menge Alkohol versetzt und 
iiber Nacht stehen gelassen. Der gebildete Niederschlag wurde zentrifugiert, 
mit Alkohol gewaschen und dann in 50 ccm 1 n-Schwefelsdure aufgelést. Der 
unlésliche Niederschlag wurde abfiltriert und zum Filtrat 4 com 30°/,ige 
Natriumnitritlésung gegeben, die man 10 Minuten einwirken lie’. Nachdem 
der Nitrituberschu8 durch 15 Minuten langes Kochen zerstOrt und die Loésung 
abgekiihlt war, wurde die Oxydation mittels gesattigter Kaliumpermanganat- 
lOsung vorgenommen. Zur Bestimmung der Bernsteinsiure wurde die Lésung 
filtriert, das Filtrat auf kleines Volumen eingeengt, der Riickstand in Natrium- 
sulfat aufgenommen und mit Ather extrahiert. Die Bernsteinsiure wurde durch 
Fallen mit Silbernitrat bestimmt, wobei entweder das entstandene Silbersalz 
direkt gewogen oder der Silberverbrauch titrimetrisch mit Hilfe von Ammo- 
niumrhodanid ermittelt wurde. 

Die Methode hat nur fiir eine orientierende Ermittlung des relativen 
(ehaltes an Glutaminsiure bei enzymatischen Versuchen Bedeutung. Bei 
Zusatzversuchen mit Glutaminséiure wurde nimlich festgestellt, daB das Ver- 
fahren in dieser Ausfiihrungsform bedeutend niedrigere Werte liefert, als 
theoretisch zu erwarten ist. Dies laBt sich moglicherweise dadurch erklaren, 
daB die Glutaminséure bei Eindunstung des sie enthaltenden Filtrats nicht 
vollig unverindert bleibt und daB die Glutaminsiuremenge bei der Fallung 
nach Foreman in schwachen Loésungen nicht vollstandig erfabt wird. Beim 
Weglassen der Ausfallung nach Foreman konnte die Glutaminsaure in Wasser- 
lisungen mittels des oben geschilderten Verfahrens dirckt mit verhiltnismaBig 
vroBer Genauigkeit bestimmt werden. 


Anderseits ist zu beachten, daB bei der Fallung nach Foreman auch andere 
J ) 


Verbindungen als Monoaminodicarbonsauren niedergeschlagen werden kénnen. 
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Versuche 
1. Uber den Brenztraubensdureverbrauch im Gehirn 


Khe auf die eigentlichen Untersuchungen tuber die Reaktions- 
produkte eingegangen wird, sind kurz eimige einleitende Versuche 
zu erwihnen, deren Zweck es war, festzustellen, mmwiefern die ver- 
schiedenen Bestimmunegsmethoden abweichende Resultate hin- 
sichtlich des Brenztraubensiureabbaus ergeben, und welchen Kin- 
flu} die Gegenwart bzw. Abwesenheit von Sauerstoff auf die Ver- 
suchsergebnisse ausiibt. Die Berechnune einer den Abbau der 
Brenztraubensiure betreffenden Bilanz setzt naturlich voraus, dab 
der quantitativ bestimmte Verbrauch der Brenztraubensaure ziem- 
lich genau der Wirkhichkeit entspricht. 

Ber den Versuchen wurden ‘Trichloressigsiiure- und Metaphos- 
phorsiurefiltrate benutzt, die vor dem Analysieren zur Beseitiguny 
st6render Substanzen nach Clift und Cook mit Alkalt gekocht 
wurden; hieran schlossen sich dann die quantitativen Bestimmungen 
an Hand der Bisulfit-, Salievlaldehyd- und der Cerisulfatmethode. 
Auber mit Gehirn wurden entsprechende Versuche auch mit anderen 
Geweben anvestellt. 


Pabelle 1 
100 ¢ Gewebe, 250 ccm 0,025 m-Bicarbonatpuffer, 495 mg brenztraubensaures 
Natrium in 50 ccm Wasser. Bebriitungsdauer 2 Stunden bei + 37°C 





Verschwundene Brenztraubensaure in mg 
Salicylaldehyd- Bisulfit- Cerisultat- 
methode methode methode 
87.0 320) Gebirn, anaerob. 
be - 65.4 (;ehirn, anaerob. 
19.2 72.6 Giehirn, aerob. 
Lis 0 123.4 $6.2 Niere, anaerob. 





Aus den Versuchen ergab sich, dab das Bisulfit- und das Salicyl- 
aldehydvertahren gleichmibige Werte lefern, wobei der nach dem 
Salicvlaldehydverfahren festgestellte Verbrauch an Brenztrauben- 
siure gewohnlich etwas gréber ausfiel und offenbar besser mit der 
Wirklichkeit tberemstimmte als der entsprechende Wert des Bi- 
sulfitverfahrens. In der Tab. 1 sind zur Veranschaulichune dieser 
Befunde eimige Parallelversuche mit Gehirn- und Nierengewebe 
dargestellt. Der letztgenannte Umstand dirfte, wie schon friiher 
bemerkt, davon herrihren, dal beim Abbau der Brenztrauben- 
siure germege Mengen emer anderen Bisulfit bindenden Ketosiure. 
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uimlich der «-Ketoglutarsiure entstehen, die beim Erhitzen mit 
Alkah nicht verschwinden und den Wert des Inkubationsversuches 
erhédhen. Das Cerisulfatverfahren ergab nach beiden Seiten 
schwankende Werte — meistens kleinere als die anderen Methoden. 
Wie beim Bisulfitverfahren werden die Resultate auch beim Cer1- 
sulfatverfahren durch die neben der Brenztraubensdiure vorhandenen 
abrigen «-Ketosiuren, wie z. B. die «-Ketoglutarsiure, beeinfluBt. 

In einigen vorbereitenden Versuchsreihen wurde ferner die 
Wirkune der Anaerobiose und der Aerobiose untersucht. Die Ver- 
suche zeigten eindeutig, dab der Sauerstoff den Brenztraubensaure- 
verbrauch steigert. Wie aus der Tab. 2 hervorgeht, betragt der 
Mehrverbrauch etwa 10—15°/). 





mn 
Tabelle 2 
lO g¢ Gehirngewebe, 25 ccm 0,025 m-Bicarbonatpuffer, 50 mg brenztrauben- 
saures Natrium in 5cem Wasser. Bebriitungsdauer 2 Stunden bei +- 37°C. 
KiweiBfallung mit 380 cem 10°/,iger Metaphosphorsaure 





Verschwundene Brenztraubensadure in mg 


anaerob . ar 12,5 
Werte. 6 cw ee 13.4 
anaerob. 12.5 
aerob - 14,4 
meyinerop... . . is. QS 
aerob. . .. ee 10.8 
eanagergp. ... =.=: 1D.4 
Ser0p.. . ss. cs te [7.8 





2. Bildung von Milchsaure 
Anaerobe Versuche. 
Tabelle 38 
10g Gehirngewebe, 25 ccm 0,025 m-Bicarbonatpuffer, 50 mg brenztrauben- 
saures Natrium in 5 ccm. Wasser. ©-Probe entsprechend, aber ohne Zusatz 


von brenztraubensaurem Natrium. Bebriitungsdauer 2 Stunden -+- 37°C. 
KiweiBfallung mit 30 ccm 10° ,iger Metaphosphorsaure 





Verschwundene (iebildete Milchsaure 
Brenztraubensiure Milchsaure i onetrauhonah ure 
in mg 1h WY 0 
0 
$0) 2.0 $24 
LO] 3.8 37.6 
105 Bs 11.8 
12.5 tt) SHS 
12.5 O.6 52,3 
15.4 3.3 37.60 
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Die Resultate emer Reihe der ersten anaeroben Milchsaure- 
bestimmungen sind in Tab. 3 wiedergegeben. Bei allen Versuchen 
laBt sich abereinstimmend eine verhiltnismafie bedeutende Milch- 
siiurebildung nachweisen. Es ist jedoch zu beachten, dali dieselbe 
nur in einem von sechs Versuchen vollig der Menge entspricht, 
die im Fall emer Dismutation entstehen sollte, wobe1 die eime 
Halfte der verbrauchten Brenztraubensiure zu Milchsiure redu- 
ziert, die andere Halfte aber oxydiert wird. Im Mittel entsprach 
die festgestellte Milchsiuremenge etwa 42°), der verschwundener 
Brenztraubensaiuremenge. 


Aerobe Versuche. 
Tabelle 4 


Versuchsanordnung wie in Tabelle 3 








Verschwundene Gebildete Milchsaure 


Brenztraubensaure Milchsaure Brenztraubensaure 
in mg in mg 0/, 
7,8 3,8 48,7 
11,5 4.3 37,4 








Bei den zuallererst ausgefuhrten aeroben Versuchen waren di 
Milchsiurewerte, wie aus der Tab. 4 hervorgeht, ungefahr von der- 
selben GréBenordnuny wie in den obenerwahnten anaeroben Ver- 
suchen. Da jedoch wihrend dieser Versuche nicht dauernd ge- 
schittelt wurde, lag die Méelchkeit vor, dal die Versuchs- 
bedingungen nicht volhg aerob waren: deshalb wurden spater neue 
Versuchsserien ausgefiihrt, wo durch fortwahrendes Schutteln des 
Versuchsgefabes fir die Versorgung der Gewebsteilchen mit Sauer- 
stoff gesorgt war. Wie die in der Tab. 5 vorgeleeten Resultate 
zeigen, wurden auf diese Weise in der Tat niedrigere Milchsiure- 
werte erhalten. Die Menge der bei diesen Schiittelversuchen ent- 
standenen Milchsaure betrug etwa 13—40°/, (im Mittel 23°/,) in 
bezug auf die verbrauchte Brenztraubenséure. Es ist also offenbar. 
da®B ein moéglichst vollstiéndiger aerober Zustand die Menge der aus 
Brenztraubensaéure entstehenden Milchsiure im Vergleich zum 
anaeroben Zustand verringert. | 


3. Bildung von Bernsteinsaure und «-Ketoglutarsaure 
Unter den Dicarbonsiiuren war die Aufmerksamkeit im Anfang 
ausschheBlich auf die Bestimmung der Bernsteinsiiure gerichtet. 
Kine grobe Anzahl vorbereitender Versuche, auf die hier nicht 
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Tabelle 5 


Versuchsanordnung wie in Tabelle 3 





Verschwundene (rebildete Milchsiiure 
Brenztraubensaure Milchsaiure Brenztraubensiure 
in mg in mg 0/, 
13.4 L,7 12,7 
14,4 a4 39.6 
L7.8 mat 15.2 
13.0 2.9 ye ae 
13.2 X; Ep 24.2 








naher emgegangen wird, wurden allem zur Entwicklung der Metho- 
dik verwendet, wobei die Auffindung zweckmabigen Verfahrens 
zur Kntfernung des Hiweibes vor der Atherextraktion sowie zur 
Kintfernung der aitherléshichen, mit Silber ausfiillbaren, die quanti- 
tative Bestimmung st6renden Substanzen besonders ins Auge ve- 
fabt wurde. Auf Grund der vorbereitenden Versuche schien die 
oben erdrterte Methode, wobei die Kiweibentfernung durch Fiilien 
mit Natriumsulfat und Schwefelséiure besorgt wird, die st6érenden 
Substanzen mittels Kalumpermanganat beseitigt werden und die 
3ernsteinsiure als Silbersalz ausgefallt wird, verhaltnismaBig gute 
tesultate ber der Bestimmung der Bernsteinsiure zu lefern. Die 
Ergebnisse einiger in dieser Weise angestellten Bernsteinsiure- 
hestimmungen werden unten vorgelegt. Seitdem es jedoch offen- 
bar geworden war, dab bei Bernsteinsiurebestimmungen dieser Art 
auch die etwa vorhandene «-Ketoglutarsiure als Bernsteimsiiure 
mitbestimmt wird, wurde bei allen spiiteren Versuchen, die oben 
beschriebene Methodik herangezogen, bei welcher Bernsteinsiiure 
und g-Ketoglutarsiure nebenemander bestimmt werden. 


Ana erobe Versuche. 


Tabelle 6 


100 ¢ Gehirngewebe, 250 com 0,025 m-Bicarbonatpuffer, 495 mg brenztrauben- 


saures Natrium in 50 ccm Wasser. O-Probe entsprechend, aber ohne Zusatz 
v e “* ‘ ‘ + ‘i < 
von brenztraubensaurem Natrium. Bebriitungsdauer 2 Stunden bei -+ 37°C, 


EKiweibfallung durch Zusatz von 30 ccm | n-Schwefelsiure und 25 ¢ Natrium- 
sulfat nebst Aufkochen 





Verschwundene 


Brenztraubensiéiure 
In mg 


“o> 6 
4 - 


} 





Gebildete Dicarbonsiure 
in mg, berechnet als 


Jernsteinsiiure 


bho 
ee | 
-~ 
-_ 


Bernsteinsaure 


Brenztraubensaiure 
0 
0 





35.9 


J 
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In der Tab. 6 ist zunichst das Mrgebnis eines Versuchs wieder- 
cegeben, bet dem die ailtere Methode zur Bestimmung der Bern- 
steinsitre Anwendung fand. Im Vergleich zu der verschwundenen 
Brenztraubensiuremenge wire der mittels dieser Methode fiir Bern- 
steinsiiure erhaltene Wert sehr erheblich, indem er etwa 36%, 
von der Menge der verschwundenen Brenztraubensiiure entspriiche. 


Tabelle 7 


saures Natrium in 25 ccm Wasser. O-Probe entsprechend, aber ohne Zusatz 

von brenztraubensaurem Natrium. Bebritungsdauer 2 Stunden bei +4- 37°C. 

KiweiBfallung mit 50 ccm 10°/jiger Schwefelsiure und 50 ccm 10°/,igem 
Natriumwolframat 





Verschwundene Gebildete Gebildete 
Brenztraubensiure Bernsteinsaure x-Ketoglutarsiure 
in mg in mg in mg 
39,3 0 9.9 
32,0 ee 1,1 
54,0 1.6 8,1 








Ber Verwendung der verbesserten Methodik ergab sich jedoch 
ein anderes Bild von der Bildung der Bernsteinsiiure, wie die in 
Tab. 7 dargestellten Resultate erkennen lassen. In zwei von drei 
Versuchen war die Bildung einer verhiltnismiBbig veringen Menge 
Bernstemsaure nachweisbar, dic ungefiihr 2—3°/, der verschwun- 
denen Menge Brenztraubensiiure entsprach, wahrend im dritten 
Versuch tberhaupt keine Bernsteinsiurezunahme herausgebracht 
wurde. Dagegen war in allen Versuchen eine ziemlich deutliche 
o-Ketoglutarsiurebildung festzustellen, die etwa 13—25°/, der 
verschwundenen Brenztraubensiiuremenge gleichkam. Es liegt also 
auf der Hand, daB die nach der alteren Methodik erhaltenen Bern- 
stemsiurewerte im Gehirngewebe teilweise auf die «-Ketoglutar- 
sure zuriickzufiihren sind, 


Tabelle& 


Versuchsanordnunge wie in Tabelle 6 





Verschwundene Gebildete Dicarbonsaure Bernsteinsiure 
: : 
enztraubensiure s. berechnet als | 
Bren in mg, bere hnet i sant das bined ae 
In mg Bernsteinsaiure 0 
48,2 17,7 36,7 
79.2 PO 33.0 





~ 





ee OE 
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Aerobe Versuche. In Tab. 8 sind zunichst zwet Versuche 
wiedergegeben, in denen die Bernstemsiure nach dem alteren 
Verfahren, ohne Beriicksichtigung der ¢-Ketoglutarsiiure, bestimmt 
wurde. Wie aus der Tabelle erhellt, sind die nach dieser Methode 
ermittelten Bernsteinsiuremengen, wie bet den anaeroben Ver- 
suchen, recht bedeutend, indem sie etwa 34—37°/, von der Menge 
der verschwundenen Brenztraubensiure ausmachen. 

Die Verwendung eimer verbesserten Methodik heferte aber, 
in Ubereinstimmune mit den oben angefithrten anaeroben Ver- 
suchen, andere Resultate hinsichtlich der Bernstemsiurebildung. 
Von den in Tab. 9 angefiahrten 5 Versuchen ist in 2 Versuchen eine 
sehr geringe, in 3 Versuchen keine deutitche Bernsteinsdurebildune 
festzustellen. 

Tabelle 9 


Versuchsanordnung wie in Tabelle 7 





Verschwundene CGebildete Gebildete 
Brenztraubensaure Bernsteinséiure x-Ketoglutarsiure 
In mg In mg in mg 
46,0 | 19 8.9 
38.4 O Py | 
40.0) () 7,0 
38,9 24 6,8 
TOO | ) 6.6 





In allen Fallen laBt sich, wie bei den entsprechenden anaeroben 
Versuchen, eine deuthche Bildung von «-Ketoglutarsiiture’ nach- 
weisen, wober die Menge der entstandenen Sadure zu derjenigen 
der verschwundenen Brenztraubensiiure etwa in demselben Ver- 
haltnis steht wie unter anaeroben Bedingungen. 


4. Bildung von Fumarsaure 


Auf die Bestimmung anderer Dicarbonsduren als der Bern- 
stemsaure und der ¢-Ketoglutarsiure wurde weniger Muhe ver- 
wandt. fin folgenden sind 2% Versuche orientierenden Charakters 
wiedergegeben, bei denen die Aufmerksamkeit auf etwaige Ver- 
anderungen des Fumarsiuregehaltes sowohl unter anaeroben als 
aeroben Bedingungen gerichtet war. 

Anaerobe Versuche. Aus der Tabelle 10, welche die Re- 
sultate zweier anaeroben Versuche enthalt, geht hervor, dab bei 
dem emen Versuch eme durch Brenztraubensiure verursachte, 


? 


wenn auch relativ schwache Zunahme der Fumarsiure walhr- 
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gunehmen ist, wihrend im anderen Falle von einer solchen keine 
Rede sein kann. 


Tabelle 10 


100 g Gehirngewebe, 250 com 0,025 m-Bicarbonatpuffer, 495 mg brenztrauben- 

saures Natrium in 50 ccm Wasser. O-Probe entsprechend, aber ohne Zusatz 

von brenztraubensaurem Natrium. Bebriitungsdauer 2 Stunden + 37°C. In 

100 com der Gewebssuspension wurde das Eiweif mit 20 ccm 25°/jiger Tri- 

chloressigsiure gefallt, von dem Filtrat wurden genau 50 ccm auf dem Wasser- 
bade zu 5cem eingeengt 





Verschwundene Gebildete umarsaure 
Brenztraubensaure fumarsaure Brenztraubensaure 
: : oy 
in mg in mg ‘ 
T9,8 6,7 8,4 
79.4 0.2 0.3 








Aerober Versuch. Die Fumarsaurebildung unter aeroben 
Bedingungen wurde nur in einem einzigen Versuch untersucht. 
Wie aus der Tab. 11 ersichtlich, hat die Zunahme der Fumarsiiure 
nur etwa 2°/, der verschwundenen Brenztraubensiiuremenge be- 
tragen, was die Fehlergrenzen kaum iiberschreiten ditrfte. 





VTabelle 11 


Versuchsanordnung wie in Tabelle 10 





Verschwundene CGebildete | | fumarsaure 
Brenztraubensaiure fumarsaure Brenztraubensaure 
in mg in mg 0; 
79.2 | .5 1.9 








5. Bildung von Apfelsdure 
Die ber der Untersuchung der Apfelsiurebildung verwendeten 
Ansatze waren in derselben Weise zusamimengestellt wie bei den 
fumarsdureversuchen. Ohne niiher auf die Einzelheiten dieser 
Versuche orientierenden Charakters cinzugehen, sei kurz erwihnt, 


dali unter Verwendung der Polarisationsmethodik eine gewisse 
Neigung zur Bildung von Apfelsiure aufzutreten schien. Bei An- 
wendung der colorimetrischen Methode von Pucher war nach Be- 
briitung von Nullversuchen eine kleine Zunahme des Apfelsiiure- 
gvehaltes zu beobachten, wogeven die Brenztraubensiiure weder 
anaerob noch acrob eine zusitzhehe Erhéhune der Werte hervorrief. 
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6. Bildung von Oxalessigsaure 

Die Zusammensetzung der Ansitze ber Versuchen, die zum 
Nachweis von Oxalessigsiure angestellt wurden, war dieselbe wie 
bet den Fumarsiiure- und Apfelsiiureversuchen. Die Ergebnisse 
aller betreffenden Versuche, die in diesem Zusammenhang nicht 
niher beschrieben werden, waren in bezug auf die Bildung von 
Oxalessigsiure negativ. Wegen des negativen Ausfalls dieser Ver- 
suche wird hier nicht naher auf dieselben eingegangen. 


7. Bildung von Citronensaure 

Schon viel friuher als die Aufklarung einer eventuellen Bildung 
von Fumarsiiure, Apfelsiure und Oxalessigsiiure wurde die Frage 
nach dem Verhiltnis der Brenztraubensiure zur Citronensiure- 
bildung in Angriff genommen und nach den ausgefiihrten Anfangs- 
beobachtungen ist die gesamte Frage der Citronensiiurebildung 
in vitro dann spiter Gegenstand emer vielseitigen Untersuchung 
in unserem Laboratorium geworden. Von den orientierenden Ver- 
suchen mag in diesem Zusammenhang foleendes Erwihnung finden. 

Anaerobe Versuche. Unter anaeroben Bedingungen konnte 
ber kemem der wiederholten Versuche, in denen die Citronensiiure- 
bildung untersucht wurde, eine Bildung von Citronensiiure fest - 
vestellt werden. 

Aerobe Versuche. Im Gegensatz zu den anaeroben Ver- 
suchen war unter aeroben Bedingungen, wie aus Tab. 12 erhellt, 
eine Vermehrune des Citronensauregehaltes durch Brenztrauben- 
siure wahrzunehmen. 


Tabelle 12 
20 g Gehirngewebe, 50 com 0,025 m-Bicarbonatpuffer, 150 mg brenztrauben- 
saures Natrium in 10 ccm Wasser. O-Probe entsprechend, aber ohne Zusatz 
von brenztraubensaurem Natrium. Bebriitungsdauer 2 Stunden bei -}- 37°C. 


KiweiBfallung mit 20 com 25°/,iger Trichloressigsiure 





Verschwundene Crebildete Citronensaure 
Brenztraubensiure (‘itronenséurt srenztraubensiure 
in mg In mg i 
20,0 O65 1.9 
O.7 
L.4 








Der Kiftekt war zwar recht klein, indem die Menge der Citronen- 
saure nur etwa 2—4°/, von der Menge der verschwundenen Brenz- 
traubensiure betrug, aber regelmabig zu beobachten, und konnte 
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durch eine Veriinderung der Versuchsbedingungen  vergrébert 
werden, wie bei fortgesetzten, hier nicht referierten, Versuchen 
festgestellt wurde. 

In diesem Zusammenhang wurde auch orientierenderweise ge- 
priift, ob es méglich ist, einen Iombinationseffekt zu erzielen, wenn 
Fumarsiiure. Apfelsiiure oder Oxalessigsiiure zusammen mit Brenz- 
traubensiiure verwendet werden. In Hinblick auf den Bildungs- 
mechanismus der Citronensiure im ‘Tierorganismus erschien dic 
Anstellung solcher Versuche besonders interessant. In der Tab. 13 
sind die Resultate emer Versuchsreihe wiedergegeben, bei dei 
Brenztraubensiiure zusammen mit Apfelsiiure zur Anwendung kam. 


Tabelle 13 
20 g Gehirngewebe, 50 com 0,025 m-Bicarbonatpuffer, 34 mg Apfelsiure und 
68 mg Brenztraubensaure in 10 ceom Wasser. Bebriitungsdauer 2 Stunden bei 


37°C. EiweiBfallung mit 20 ccm 25°/jiger Trichloressigsaure 





CGebildete Citronen- 
siure in mg 


Brenztraubensiure . . ......~. 1,4 





Apfelsaure a ee ee ee OLD 
Brenztraubensiure und Apfelsiure . . 3,1 


Wie man sieht, verursacht jede dieser Substanzen an und fi 
sich eine Erhohung des Citronensiiuregehaltes. Hs ist jedoch zu 
bemerken, dab der gleichzcitige Zusatz von zwei Substraten eme 
starkere Erhohung bewirkt als die Summe der bet den Versuchen 
mit je einem Substrat erhaltenen Citronensiiuremenge ausmacht. 
Diese Kombinationswirkuneen der Brenztraubensiiure zusammen 
mit) Dicarbonsiuren sind dann spiiter ausfihrlich von Hallman 
(1940) untersucht, worttber an anderer Stelle berichtet worden ist. 


8. Bildung von Essigsaure 

Die Untersuchung der Essigsiiurebildung war dadureh  er- 
schwert, dab keme bequeme und absolut spezifische Methode fii 
die Bestimmung der Hssigsiiure in der Literatur vorhest. De 
ubliche Weg zur Bestimmung der Hssigsiiture besteht in der 
Destillation mit Wasserdampf. Wegen der Flichtigkeit der Brenz- 
traubensiure mot Wasserdampf kann aber die Wasserdampt- 
destillation zur Bestimmung der Essigsiiure nicht ohne weiteres. 
doh. nicht ohne Entternung der Brenztraubensiure herangezogen 
werden. 
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Zur Beseitigung der Brenztraubensiure wurde bei den ersten 
Versuchen 2,4-Dinitrophenylhydrazin in schwefelsaurer Losung be- 
nutzt. Dadurch wird die Brenztraubensiure zwar gebunden, aber 
die Methode hat den Nachteil, daB auch die Destillate emer Wasser- 
dampfdestillation von Lésungen, die nur Dinitrophenylhydrazin 
enthalten, sauer reagieren. Wenn man aber den durch das Reagens 
bedineten Alkaliverbrauch unter Anstellung eines besonderen Null- 
versuchs bericksichtigt, kann man, wie die Zusatzversuche mit 
[ssigsiure zeigten, relativ gute Werte erzielen. Im folgenden set 
ais Beispiel ein solcher Zusatzversuch mitgeteilt. 


is wurden zwei Lésungen gleichzeitig mit Wasserdampf destilliert. Die 
eine enthielt 5cem_ Essigsiurelésung (entsprechend 36,9 mg KEssigsiure), 
lOO ccm Phosphatpuffer, 60ccm 10°/jige Metaphosphorsaurelésung und 
ssecem Dinitrophenylhydrazinlésung in 1 n-H,SO,. Der andere Ansatz war, 
abgesehen davon, daB er Keine Essigsiure enthielt, von gleicher Zusammen- 
setzung. 230 ecm des klaren Filtrats von beiden Ansatzen wurden zur Wasser- 
dampfdestiilation verwendet. Das Destillat der Essigsiure enthaltenden 
Losung verbrauchte insgesamt 5,3 com und der Nullversuch ohne Essigsiure 
I,s8cem 0,15 n-Ba(OH),-Lésung. Aus dem Unterschied laBt sich berechnen, 


daB bei der Wasserdampfdestillation 31 mg bzw. 93,3°/,ige Essigsiure wieder 


sefunden wurden. Dieser Versuch zeigte also, da die Wasserdamptdestillation 
eine Moéglichkeit zur verhaltnismiBig genauen Essigsiurebestimmung bietet. 


ln der Mehrzahl der Versuche erfolgte die Hntfernung der 
Brenztraubensiure durch Phenylhydrazin, das in verschiedener 
Weise zur Anwendung kam. Als recht zweckmiaBie erwies es sich, 


die Brenztraubensaure ihnhch wie ber dem zuerst angegebenen 
Verfahren von Weil-Malherbe (1937) durch Phenylhydrazin 


in emer Phosphorsiurclésung zu beseitigen. Auch die Verwendung 
des Phenylhydrazins in Hydrochloridform wurde probiert und zwar 
sowohl nach der spateren Anweisung von Weil-Malherbe als 
nach Lone (19388), mubte aber wegen des durch die Reagentien 
an und fir sich bedingten erheblichen Alkaliverbrauchs wieder 
aufgegeben werden. 

Ms sel erwahnt, dali in emigen Fallen zar Kntternung der 
Brenztraubensiure eme WKupfer-Kalkfallang vorgenommen wurde, 
deren Anwendung jedoch voraussetzt, daB die Losung nur noch 
verhaltnismabie wenig Brenztraubensaure enthilt. 


Anaerobe Versuche. In Tabelle 14 sind zunichst 2 Ver- 
suche dargestellt, ber denen die Brenztraubenséiure in der oben be- 
schriebenen Weise mittels 2,4-Dinitrophenylhydrazin bestimmt 
wurde. 
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Tabelle 14 | 
100 g¢ Gehirngewebe, 250 ccm m/15-Phosphatpuffer py 7.4. 495 mg brenz- 
traubensaures Natrium in 50ccm Wasser. Bebriitungsdauer 2 Stunden 
+. 37°C. EiweiBfallung mit 300 cem 10° ,iger Metaphosphorsaure. Aus 200 com 
Filtrat wurde die Brenztraubensiiure mit 200 ccm 1°/,igem Dinitrophenyl- 
hydrazin in 1 n-Schwefelsdure entfernt. Das Volumen des mit n ‘10-Ba(OH), 
neutralisierten Destillats betrug etwa 1500 ccm 





>-Verbrauch des Destillats, 
).1 n-Lauge in ecem 


Ba(OH) 
( Verschwundene (iebildete 


Brenztraubensaiure 


Kissigsaure 





Mit Brenztraubensaure : 
in mg in mg 
gleich nach 2 Stunder 
24 66 23,61 48,6 Q) : 
22,56 2? 56 69.3 i) 3 





Wie aus der Tabelle erhellt, lat sich keine Zunahme der mit 
Wasserdampf fliichtigen Stoffe durch die Inkubation feststellen. 
Die Versuchsserie ist insofern unvollstiindig, als darin keine 
Kontrollversuche ohne Brenztraubensiiurezusatz vor und nach der 
Inkubation eingehen, aber in grofben Ziigen dirfte sie doch zum 
Nachweis des Umstandes geniigen, daf sich mit dieser Methodik 
keine bedeutende Zunahme der flichtigen Sauren feststellen labt. 

Im folgenden sind 2 Versuche wiedergegeben, bei denen 
Phenylhydrazin zusammen mit Phosphorséiure zur Beseitigune der 


labelle 15 
50 g Gehirngewebe, 150 ccm 0,2°/,ige Bicarbonatpuffer, 250 mg brenztrauben- 
saures Natrium in 50 ccm 0,2°/jige Bicarbonatpuffer. O-Probe entsprechend., 


aber ohne Zusatz von brenztraubensaurem Natrium.  Bebriitungsdauer 
2 Sti den bei 37°C. Eiweibfallung durch Zusatz von 20 ccm 10°/jiger 


Schwetelsiure und einige Minuten Kochen. 
Losung wurde die bBrenztraubensiure 
(7 com Phenylhydrazin 
Wasser) entfernt. 


Aus 190 ccm der zentrifugierten 
mit 10ccem Phenylhydrazinlésung 
5 ccm konzentrierte Phosphorsiure gelést in LOO ccm 
Vor der Wasserdampfdestillation wurden 10 cem konzen- 
trierte Phosphorsaiure und 75g primiéres Natriumphosphat zugegeben. Das 
Volumen des mit n/10-NaOQH neutralisierten Destillats betrug etwa 1300 ccm 








- : 
NaQH-Verbrauch des Destillats. ws 1 
0.1 n-Lauge in ccm achwan- { Gebildete 
See ere! amancaine < ~~ : i : lussigsaure 
= : a dene } Essig- | 4. cnstraubens 
Ohne Brenztrauben-| Mit Brenztrauben- | pBreny- | _- saisicsiala ieieaia 
; > | cic 
siiure siure oie FO 0 
: "Tin me 
rare ' in me | 
gleich n.2Stdn.] gleich 'n.2 Stdn. ; 
| \ 
8.07 9,22 S,o4 10,60 2,8 Se YP: 
Q OF G 4? Q 35 10,17 2.4 > ® o,4 
7.56 7.46 1.52 SoU a Oo.) 15.4 
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Drenztraubensdiure verwendet wurden. Jeder Versuch umfabte, wie 
gewohnlich, im ganzen 4 Ansiatze: zwei ohne und zwei mit Brenz- 
traubensiiurezusatz. 

Bei den erwahnten Versuchen, be: denen also Phenylhydrazin 
zur Beseitigune der Brenztraubensiure dient, ist eine Neigung zur 
Vermehrung des Alkaliverbrauchs bei denjenigen Destillaten zu 
beobachten, die von den mit Brenztraubensiiure versetzten und 
inkubierten Ansitzen stammen. Vorausgesetzt, dal die Ver- 
mehrung des Alkaliverbrauchs ausschhieblich auf praiformierte 
iissigsiure zurickzutiihren ist, labt sich berechnen, dab die Menge 
der gebildeten Essigsiiure in dem einen Falle etwa 17°/,, in dem 
anderen etwa 5°/, und in dem dritten 15°/, von der Menge der 
verbrauchten Brenztraubensiure betrigt. 

SehheBlich sei in Tab. 16 noch ein quantitativer Versuch an- 
gefiihrt, wober Kupfer und Kalk zur KEntfernung der Brenztrauben- 
sure benutzt wurden. Die zugesetzte Brenztraubensiuremenge 
war geringer als gewohnlich. 


Tabelle 16 


100 g Gehirngewebe, 250 ccm 0,025 m-Bicarbonatpuffer, 495 mg brenztrauben- 
saures Natrium in 50 ccm Wasser. 0-Probe entsprechend, aber ohne Zusatz 
von brenztraubensaurem Natrium. Bebriitungsdauer 2 Stunden bei + 37°C. 
Kiweibfallung mit 250 ccm 10°/,iger Metaphosphorsaure. Aus 500 ccm Filtrat 
wurde die Brenztraubensaure durch Kupferkalkfallung entfernt (130 ¢ Ca(OH), 

130 com 1), gesattigte CuSO,-Losung), wonach die Wasserdampfdestillation 
vorgenommen wurde. Das Volumen des mit n/l0-Ba(OH), neutralisierten 

Destillats betrug etwa 1500 ccm 





Ba(OH),-Verbrauch des Destillats, Ver- 
‘ » ; Va) \ ’ } » ’ 
0,1 n-Lauge in ccm schwundene Gebildete 
: ” . | Brenztrau- Kssigsaure 
Ohne Brenztraubens. | Mit Brenztraubensaure rae 
gleich on. 2Stunden] gleich  n. 2 Stunden In mg 
17,67 18,62 21,87 22,04 66.6 0) 











Wie die Tabelle zeigt, war ber Anwendune dieser Methode 
keme Vermehrune der mit Wasserdampf fliichtigen Sauren nach- 
ZUWeISen. 

is ser erwahnt, da im Zusammenhang mit den oben be- 
schnebenen auch gewisse quantitative Versuche vorgenommen 
wurden, ura die Bildung der Essigsiure mittels der bekannten 
Lanthanreaktion von Kruger und T’schirch (1929) aufzukliren. 
Die Zusammensetzung der Ansiitze der zu diesem Zweck aus- 
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vefiihrten Versuche war die gleiche wie oben. Nach der Wasser- 


dampfdestillation wurden die neutralisierten Destillate auf kleimes 
Volumen eingeengt und mit dem Rickstand die Lanthanreaktion 
angestelit. Bemerkenswert war, dab die Reaktion sowohl fiir 
brenztraubensiurefreie als brenztraubensiurchaltige Ansiatze positiv 
ausfiel. ohne dak zwischen den Destillaten der verschiedenen An- 
siitze irgendein gréberer Unterschied bemerkbar war. Offenbar 
bilden sich im Gehirneewebe auch ohne emen bBrenztraubensiure- 
vusatz kleine Mengen dieser Saiure von selbst. 

Bemerkenswert ist, dali man in der Wasserprobe, wo keine 
Brenztraubensiiure zugesetzt wurde, eine Sadurezunalhme beob- 
achten kann. Wenn diese spontane Zunahme auber acht gelassen 
wiire, wiirde die prozentuelle Zahl der Mssigsiiurebildung bedeutend 
srOéber erschemen. 

Im AnschluB an die ausgefiihrten Versuche sei weiter kurz 
tiber die Methylenblauversuche berichtet, die 1m Zusammenhang 
mit den anaecroben Versuchen ausgefiihrt wurden. Die Zusamimen- 
setzung der Ansatze war dieselbe wie ber den oben angefiihrten, 
jedoch mit dem Unterschied, daB sie auf je 50 @ Gewebe mit 100 
bis 200 me Methylenblau versetzt waren. Die Brenztraubensiure 
wurde mittels Phenylhydrazin in phosphorsaurer Losune entfernt. 
wie aus der in ‘Tab. 17 wiedergegebenen Versuchsreibe hervorgeht. 
Im Gegensatz zu den Erwartungen, zu denen die Literaturangaben 
Anlabii zu geben schienen, wurde ber Gegenwart von Brenztrauben- 


Tabelle 17 


o0 g Gehirngewebe, 150 com 0,2°/,ige Bicarbonatpuffer, 250 mg brenztrauben- 
saures Natrium in 50 ccm Wasser, LO cem 1°, ige Methylenblaul6sung. O-Prob- 
entsprechend, aber ohne Zusatz von brenztraubensaurem Natrium. Bebriitungs- 
dauer 2 Stunden bei 37°C. KiweiBfallung durch Zusatz von 20 cem 10°/,iger 
Schwefelsiure und einige Minuten Kochen. 

Losung wurde die Brenztraubensiure mit 
(7 ccm Phenylhydrazin 
Wasser) entfernt). 


Aus 200 ceom der zentrifugierten 

lOcem Phenylhydrazinlésung 
5cem konzentrierte Phosphorsiure gelést auf 100 ccm 
Vor der Wasserdampfdestillation wurden 10 ccm konzen- 
trierte Phosphorsiure und 75 ¢ primires Natriumphosphat zugegeben. Das 
Volumen des mit 0,1 n-NaOH neutralisierten Destillats betrug etwa 1300 cem 











NaQH-Verbrauch des Destillats, Bos. 
0,1 n-Lauge in ecm oe a 9 Gebildete Ravioakin: 
Brenz- essig- Brenztraubens 
OhneBrenztraubens. | Mit Brenztraubens. bounces siiure ave 
raubens, 0 
° 4 ‘ ; ° ; } far 0 
gleich la je Stdn. cleich Nn. 2 Stdn. In, me in mg 
8.61 8.68 G4 9.30 58.9 O.8 1.4 














Ee Se rere Serpe atN eo sce Ree 0S CTE 








eee Me ee orton ener 


Uber den Brenztraubensiurest offwechsel im Gehirn 7% 
saure nur eine ganz minimale Zunahme der fliichtigen Siure durch 
Brenztraubensiure gefunden. 

Aerobe Versuche. Im folgenden ist in der Tab. 18 ein 
aerober Versuch dargestellt, ber dem 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 
schwefelsaurer Losung zur Beseitigung der Brenztraubensiure ver- 
wendet wurde. Genau wie die entsprechenden anaeroben Versuche 
war diese Versuchsreihe imsofern unvollstindig, als keine Null- 
proben ohne Brenztraubensiure vorgenommen wurden, wie es 
sonst meist der Fall war. 


Tabelle 18 


Versuchsanordnung wie in Tabelle 14 





Ba(OH),-Verbrauch des Destillats, 


0,1 n-Lauge in cem Verschwundene Crebildete 

| : Brenztraubensaiure iMssigsaure 
Mit Brenztraubensé ur. _ 

in mg in mg 
gleich nach 2 Stunden 
25,20 24,93 tie 0 








Hbensowenig wie ber den anaeroben Versuchen konnte iit 
dieser Methodik ber den aeroben Versuchen eme durch Brenz- 
traubensiiure verursachte Zunahme der flichtigen Sauren_ fest- 
sestellt werden. 

In der Tab. 19 sind drei weitere unter acroben Bedingungen 
ausgefiihrte Versuche erliutert, welche die Bildune von Kssigsiiure 
betreffen, und bei denen Phenylhydrazin zur Kntfernune der Brenz- 
traubensaure diente. 

Tabelle 19 


“ersuchsanordnung wie in Tabelle 15 
\ hy { Tabelle 1 





NaOH-Verbrauch des Destillats, Ver- : 
va Por (eb) ite i tle 
0.1) n-Lauge in com chewed bilde te Wilehiiaiatie 
: ‘ bBrenz- Mssig- Brenztraubens. 
Ohne Brenztraubens. | Mit Brenztraubens. silure 
traubens. 0 
bs es 2 r in mg 0 
gleich n.2Stdn. gleich n.2Stdn. im MMe 
7.09 8.60 8.46 10,25 70.2 1.7 2.4 
8.36 9.48 9,24 [0,25 $16 0) () 
1.61 5.14 1.87 DSS DUD 2.9 Dad 














In dem eimen dieser Versuche labt sich, wie man aus der 
Tabelle ersicht, unter dem influ der Brenztraubensiure gar 


keine Neigung zur HKrhohung der Menge der mit) Wasserdampt 
flichtigen Sauren feststellen. Ber den zwer anderen Versuchsreihen 
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betrigt die aus dem Alkaliverbrauch als Essigsaiure berechnete Saure- 
menge bzw. 2.4 und 5,7°/, der verschwundenen Brenztraubensiure. 


9. Bildung von Ameisensaure 
Hinsichtlich der Bildung von Ameisensiiure sei nur kurz ohne 
nihere Beschreibung der Versuche erwihnt, dab das Gehirn kleine 
Mengen Ameisensiure oder irgendeiner éihniich reagierenden Ver- 
bindung enthilt und daf aber bei Zusatz von Brenztraubensiiure 
keine sichere Hrhéhung der Titrationswerte fur Ameisensaure fest- 
zustellen ist. 








10. Bildung von Alanin 

a es von vornherein sehr moglich erschien, dab sich em ‘Teil 
der verschwindenden Brenztraubensaiure zu Alanin umsetzte, war 
es volhg motiviert, im Anschluf an die wbrigen Untersuchungen 
auch eine Reihe Versuche anzustellen, die sich mut dieser Frage 
beschiftigten. Die Untersuchung wurde durch den Umstand er- 
leichtert, da es mit Hilfe der Furthschen Methodik gelang, sich 
ohne gréBere Mihe ein Bild von dem relativen Alaningehalt des 
Gewebes zu verschaffen. 

Anaerobe Versuche. In Tab. 20 sind drei anaerobe Alanin- 
versuche wiedergegeben. Bei einem Versuch ist eine betrachtliche, 
ber den anderen eine geringe Zunahme des Alaningehaltes in den 
nuit Brenztraubensaéure inkubierten Ansatzen zu beobachten. [Ks 
erschemt jedoch sicher, dai es sich dabei nicht etwa um einen Ver- 
suchsfehler handelt. Die Menge des gebildeten Alanins entspricht 
im Mittel etwa 18°/, der verschwundenen Brenztraubensiure 3). 


Tabelle 20 


10g Gehirngewebe, 25 ccm 0,025 m-Bicarbonatpuffer, 50 mg brenztrauben- 

saures Natrium in 5 ccm Wasser. O-Probe entsprechend, aber ohne Zusatz von 

brenztraubensaurem Natrium. Bebriitungsdauer 2 Stunden bei -+- 37°C, 
_ KiweiBfallung mit 30 ccm 10°/,iger Metaphosphorsaure 





/0 
Verschwundene Gebildetes Alanin 
srenz bensaure Alani 7 
Brenztraubensaure Alanin Brenztraubensaure 
in mg in mg 0 
0 
10,1] 14 13,9 
8.5 ‘3 12,9 
15,4 4.1 26,6 








') Bei Bestimmung des Alanins mittels des von uns benutzten Verfahrens 
bildet vor allem die Asparaginsiure eine Fehlerquelle. Auf Grund unserer 
hisherigen Erfahrungen erscheint es aber unwahrscheinlich, daB die Erhéhung 
der Alaninwerte auf eine Bildung von Asparaginsiure zuriickzufiihren ist. 























Uber den Brenztraubensaurestoffwechsel im Gehirn 79 


Aerobe Versuche. Genau wie unter anaeroben war auch 
unter aeroben Bedingungen eine durch Brenztraubensiiure bedingte 
Zunalme der Alaninmenge zu konstatieren, was aus den Resultaten 
der in Tab. 21 dargestellten 4 Versuche klar hervorgeht. Diese 
Aunahme war von annihernd gleicher Grobe wie bei den anaeroben 
Versuchen, 1m Mittel etwa 16°/) der verschwundenen Brenztrauben- 
saure. 

Tabelle 21 


Versuchsanordnung wie in Tabelle 20 





Verschwundene Gebildetes Alanin 
En r men } i 4 ; a 
Brenztraubensaure Alanin Brenztraubensaure 
in mg in mg o/, 
7.8 1,5 19,2 
9,6 1,6 15,6 
17,8 Diya 12,4 








lin Anschlufi an die Alaninbestimmungen bestand die Ab- 
sicht, das Verhalten anderer Aminosiiuren withrend der Inkubation 
zu prufen. Besonderes Interesse schienen in dieser Hinsicht Glut- 
aminsaure und Asparaginsiure zu verdienen. Durch Abspaltung 
von Ammoniak gelangt man von der Glutaminsaure zur «-Keto- 
shitarsiure, von dieser wiederum zur Bernsteimsiiure. Voraus- 
vesetzt, dali im Gewebe reichhch Glutaminsiiure enthalten ist, 
kann man die [Mntstehung der genannten Dicarbonsiiuren eimfach 
durch die erwihnte Reaktion erkliren. Von der Asparaginsiure 
wiederum fuhrt die Abspaltung von Ammoniak zur Bildung von 
Oxalessigsaure, die emen Anteil an der Kntstehung der anderen 
C,-Dicarbonsiiuren sowie der Citronensiure haben kann. Als 
lumpfanger der abgespaltenen Aminogruppe kommt die zugesetzte 
Brenztraubensiiure in Betracht, die dabei in Alanin ubergeht. 

Von den die letztgenannten Fragen beriihrenden Versuchen sollen 
in diesem Zusammenhang nur diejenigen Mrwahnung finden, dic 
iber Auftreten und Verhalten der Glutaminsaure AufschluB geben. 

iis wurde zunachst konstatiert, dali das Gehirn des Rindes 
nicht unbedeutende Mengen Glutaminsiiure enthalt: nach der 
Methode von Cohen wurde ein Wert von etwa 60 mg-°/,, nach 
derjenigen von Arhimo und Laine ein solcher von 40—50 mg-°/, 
vefunden. 

Auber der Bestimmung der Glutaminsdéure im Gehirngewebe 
des Rindes wurden auch enzymatische in-vitro-Versuche angestellt, 
um emen moglchen Glutaminsiureabbau in Gegenwart von Brenz- 
traubensdure zu erfassen. Die Frage wurde jedoch dadurch kom- 
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pliziert, dab auf Grund der einleitenden Versuche bei der Bebriitung 
von Gehirnbrei ohne Brenztraubensiurezusatz in gewissem Um- 
fang eine spontane Zunahme der Glutaminsiure eintreten kann. 
—— Bei einem Zusatz von Brenztraubensiure konnte die Glutamin- 
siuremenge nach der Bebriitung ein wenig geringer sein als bei 
Wasserversuchen, wenngleich nicht immer. 


Besprechung der Ergebnisse 

Bei der Besprechung des Umsatzmechanismus der Brenztrauben- 
siure auf Grund der festgestellten Resultate ist zuniaichst die Be- 
merkung am Platze, daB es oft recht schwierig sein kann, sichere 
Schlubfolgerungen zu erziclen, wenn es sich um Versuche mit Ge- 
websmasse und nicht mit besonderen Enzympriiparaten handelt. 
Man mu nimlich beachten, dab bei Versuchen mit Gewebsmassen. 
bei denen Brenztraubensiiure als Substrat dient, neben den eigent- 
lichen Abbaureaktionen der Brenztraubensiure auch Reaktionen 
zwischen der Brenztraubensiiure und im Gewebe enthaltenen Sub- 
stanzen stattfinden koénnen. Das Auftreten eines Reaktions- 
produktes nach der Inkubation mit Brenztraubensiure bedeutet 
deshalb noch nicht unbedingt, dal dies Produkt direkt aus der 
Brenztraubensiure entstanden ist und bei der Kalkuherung einer 
,Bilanz* des Brenztraubensaureabbaus ohne weiteres verwertet 
werden kann. 

In einer Anzahl Versuche, die in diesem Zusammenhang nicht 
behandelt sind, ist auch der Umsatz der Brenztraubensaure in 
ausgewaschenen Geweben untersucht worden. Die Untersuchune 
mit ausgewaschenem Gewebe wird jedoch durch den Umstand be- 
eintrachtigt, da®i das auf die Brenztraubensiure wirksame Knzym- 
svstem leicht zerstérbar ist. 

Die quantitative Untersuchung der Stoffwechselprodukte in 
Gewebebrei- oder Gewebeschnittversuchen ist immer mit gewissen 
Fehlerfaktoren’ verknipft. Bei Anstellung der Versuche mit 
Rindergehirn war es nicht méelich, wie bei Experimentieren mit 
Organen von ublichen kleinen Versuchstieren — Ratten, Meer- 
schweinchen usw. — ganz frisches Gewebsmaterial zu verwenden. 
Andererseits war es moéelich, unter Anwendung von Rindergehirn 
die Versuche in Form von Makroversuche anzuordnen, was in 
bezug auf die Bestimmung der Endprodukte ein Vorteil war. 
Unter Beriicksichtigune der Schwankungsmoéelichkeiten der Er- 
gebnisse wurden die Versuche in den meisten Versuchsreihen viel- 
mals wiederholt. Im allgemeinen variierten die Resultate in der- 
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selben Richtung. — In Zusammenhang mit diesen Makroversuchen 
sind auch Mikroversuche vorgenommen worden, deren Resultate 
hier aber nicht angefahrt werden. 

Was zunichst den Verbrauch der Brenztraubensaéiure 
betrifft, so heBen die Versuche erkennen, da®i das colorimetrische 
Salieylaldehydverfahren bei der Untersuchung des Brenztrauben- 
siureverbrauchs spezifischer als das Bisulfit- oder das Certsulfat - 
verfahren ist, und daB man nach der bezeichneten Methode einen 
orOberen Brenztraubensiiureverbrauch feststellen kann. Der Unter- 
schied zwischen den Resultaten der Salicylaldehyd- und der Bi- 
sulfitmethode ist oft nicht erheblich, will man aber genaue Bilanz- 
berechnungen vornehmen und auf Grund derselben Formeln aut- 
stellen, die den Abbau der Brenztraubensiure beleuchten, so ist es 
motiviert, auch diesen Umstand zu beachten. 

Die vergleichende Untersuchung uber den Brenztraubensiure- 
verbrauch unter anaeroben und aeroben Bedingungen zeigte 
terner, dafi der Brenztraubensiureabbau unter anaeroben Be- 
dingungen — allerdings nur verhaltnismafhie wenig — schwiicher 
als unter aeroben Bedingungen ist. Ob im Gehirn zwei vonemander 
volhg unabhingige Enzymsysteme existieren, oder ob das aerobe 
unter enger Anlehnung an das anaerobe wirkt, ist natirlich auf 
Grund von bloBen Verbrauchsversuchen schwer zu entscheiden. 

Von den eigentlichen Reaktionsprodukten des Brenztrauben- 
<iureumsatzes ist eins der wichtigsten die Milchsaure. Die ent- 
standene Milchsiure machte unter anaeroben Bedingungen etwa 
12°/, der verschwundenen Menge Brenztraubensaure aus. Unter 
Minhaltung geniigend aerober Bedingungen betrug dic Milchsaure- 
menge im Mittel etwa 23°/,. 

Dab Brenztraubensiure in Geweben zu Milchsdiure reduziert 
wird, ist schon eine altbekannte Tatsache. Die Frage, was fir 
Substanzen dabei als Wasserstoffdonatoren in) Frage kommen 
kOnnen, ist noch nicht volhge aufgeklirt. Auber Triosephosphor- 
sdure, die man als Wasserstoffdonator bei der Milchsiurebildune 
aus Glykolyse annimmt, kOnnen modglicherweise in der Gewebs- 
masse als Wasserstoffdonatoren eceignete Substanzen vorkommen, 
die nicht im unmittelbarem Zusammenhang mit der Glykolyse 
stehen. Als eine theoretisch moghehe Substanz ist unter anderem 
der Acetaldehyd in Betracht zu ziehen, der nach Green, Need- 
ham und Dewan (1937) wenigstens in Leber mit Brenztrauben- 
siiure reagieren kann, wober durch eimen Dismutationsvorgang 
Mssigsdure und Milchsaiure gebildet werden. Nach den Versuchen 
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von Elliot, Greig und Benoy (1937) schemt aber diese Méglich- 
keit im Gehirn auszuschheben sein. | 

Andererseits ist von vielen Seiten in letzter Zeit hervor- 
vehoben worden, daf im Tierorganisinus eine Dismutationsreaktion 
zwischen zwei Brenztraubensiuremolekiilen stattfindet, wobei 
einerseits Milchsdure, andererseits Essigsiure und Kohlendioxyd 
sebildet werden. Bei den Versuchen von Krebs und Johnson 
(1937) entsprach die Menge der um Gelurn unter anaeroben Be- 
dingungen gebildeten Milchsiiure etwas weniger als der Hilfte dei 
verschwundenen Brenztraubensiuremenge. In den Gehirnversuchen 
von Weil-Malherbe (1987) wurden dagegen sogar der Dismuta- 
tionstheorie genau entsprechende Milchsiure- und Kssigsiurewerte 
vefunden. Auch die Werte von Lipmann (1937) mit aus- 
cewaschenem Gehirngewebe stimimten genau mit der Dismutations- 
theorie iiberein. An Hand von zellfreien oder geniigend gereinigten 
tierischen Enzympraparaten hat sich jedoch eine solche Dismuta- 
tionsreaktion bisher noch nicht nachweisen lassen. 

Bei unseren Versuchen war die unter anacroben Bedingungen 
sefundene Milchsiuremenge im Mittel deuthch geringer als diejenige 
Menge, die entstehen mite, wenn man annihme, dab das Ver- 
schwinden der Brenztraubensaure durch eine Dismutation zu- 
stande kime. Da im Gehirnbrei ein Teil der Brenztraubensiure 
sicher schon auf anderem Weg umgesetzt wird, ist das Entstchen 
einer groferen Milchsiuremenge durch eime reine Dismutation 
eigentlich gar nicht zu erwarten. — Kin kleiner Teil der gebildeten 
Milchsiure kann im ubrigen durch eine Induktionswirkune der 
srenztraubensdiure auf die im frischen Gehirnbrei vorkommende 
Glykolyse entstanden sein. 

Beachtenswert ist, dab auch unter aeroben Bedingungen relatis 
eroBe Milchsiiuremengen gebildet wurden. — In den aeroben Ver- 
suchen von Long (1938) mit Taubengehirn wurden nur 5°/, Milch- 
siure von der verschwundenen Brenztraubensiure gebildet. 
Jedenfalls kommt nach den oben angefithrten Versuchen der Re- 
duktion der Brenztraubensiure zu Milchsiure auch bei dem aeroben 
Umsatz der Brenztraubensiure einem Gehirn eine Rolle zu. Es 
erscheint wahrscheimlich, dali die Brenztraubensiiure unter aeroben 
Bedingungen zum Teil in gleicher Weise wie ber AusschluB de- 
Sauerstoffs umgesetzt wird. 

Hinsichtheh der Verminderung der Milchsiiurebildung ist zu 
bemerken, dafi der Sauerstoff bekanntlich auf Mutationsvorginge 


eine hemmende Wirkung ausiiben kann. Da sich im Gehirn in 
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in-vitro-Versuchen keine deutliche Glykogenbildung nachweisen 
laBt, ist in der Milchsaiurebilanz dagegen ein durch den Sauerstoftf 
hervorgerufener Ubergang der Milchsiiure zum Kohlenhydrat- 
stadium kaum weniger zu beriicksichtigen. In gewissem Mabe 
wird die relative Menge der Milchséiure auch schon dadurch ver- 
mindert, da die Brenztraubensiure unter aeroben Bedingungen 
infoloe oxydativer Prozesse in einem gréberen Umfang als bei Aus- 
schlufi von Sauerstoff umgesetzt wird. 

[m Vergleich zur Milchsiurebildune war die Menge der ent- 
stehenden «-Ketoglutarsiure und insbesonders der Bernstein- 
siure geringer, aber die [intstehune dieser Sauren besitzt in 
anderer Hinsicht ihr eigenes Interesse. 

Nach der von Toenniessen und Brinkmann (1980) auf- 
gestellten Theorie, dal die Brenztraubensiure im Muskelgewebe 
in Bernstemsiure und Ameisensiiure umgesetzt wird, haben ver- 
schiedene Autoren seither schon mehrere Male eme Bildung 
von Bernsteinsiure aus Brenztraubensiiure mitgeteilt. Uber die 
Uberfiihrung der Brenztraubensiiure in Bernsteinsiiure im Gehirn 
ist unter anaeroben Bedingungen zuerst von Weil-Malherbe 
(1936, 1937) und dann auch von Krebs und Johnson (1987) und 
bei Gegenwart des Sauerstoffs von Elliot und Greig (1987) be- 
richtet worden. In den Versuchen von Weil-Malherbe (1987) 
war elme aerobe Anhiéiufung von Bernstemsiure nur bei Zusatz 
von Malonsiure nachzuweisen. 

Dab unter Anwendung von Brenztraubensiure als Substrat in 
tierischem Gewebe aber auch «-Ketoglutarsiure gebiudet wird, ist 
erystmalig in diesen Laboratorium unter anderem in Zusammen- 
hang mit Gehirnversuchen festgestellt worden (Simola und Ala- 
peuso, 1939; s. auch Simola und Krusius, 1939). 

Das Vorkommen dieser ¢-Ketosiure war als tierisches Stoft- 
wechselprodukt erstmahe an Hand von in-vivo-Versuchen in 


2attenhirn be: Karenz der B-Vitaminfaktoren —— insbesonders des 
B,-Vitamins — festgestellt worden (Simolta, 1936, 1939). Etwas 


spiter war in diesem Laboratorium eme deuthche Steigerung des 
a-ketoglutarsiuregehaltes im Harn nach Verabreichung von Brenz- 
traubensaéure nachgewiesen worden (Simola, 1987, 1988; Simola 
und Krusius, 1939). 

Die relativ groben Mengen Bernsteimsiure, die ber unseren 
Versuchen zuerst gefunden wurden, sind, wie oben erwahnt, darauf 
zurickzufihren, dafi bei Ermittelung des Bernstemsiuregehaltes 
anfangs die Wirkung der «-Ketoglutarsiiure auf die Analysen- 
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resultate nicht bericksichtigt wurde. Die spateren Werte, die 
mittels emer verbesserten Methodik gewonnen wurden, betrugen 
nur einen Bruchteil von derjenigen der orientierenden Versuche. 
In einem Teil der Versuche konnte keine deutliche Bernsteimsiure- 
bildung festgestellt werden. In allen Versuchen wurden dagegen 
erhebliche Mengen «-Ketoglutarsdure gefunden, die etwa 17°/, der 
verschwundenen Brenztraubensiure betrugen. Zwischen anaeroben 
und aeroben Versuchen war kein wesentlicher Unterschied zu beob- 
achten. 

Is ist offenbar, dal manche altere Angaben tber die Bern- 
steinsiurebildung emer Revision bediiritig sind. 

Was den Hntstehunegsmechanismus dieser Siuren betrifft, 
sibt es gute Beweise wenigstens fiir einen Reaktionsweg. Die 
Bildung von Alanin sowohl unter anaeroben als aeroben be- 
dingungen und die Tatsache, daBim Rindergehirn frere Glutamin- 
siure vorkommt, machen es durchaus moéelich, dab die «-Keto- 
clutarsdure durch die Umaminierungsreaktion von Braunstein 
und Kritzmann (1987, 1938) aus Glutaminsadure entstanden ist, 
wie schon friiher hervorgehoben worden ist (Simola und Ala- 
peuso, 1939; Simola und Krusius, 1939). 

Die «-Ketoglutarsiiure kann bekanntlich im Organismus unter 
Kohlendioxydspaltung weiter in Bernsteinsiure umgesetzt werden. 

Ks war also die Glutaminsiiure, die als Quelle der im Harn 
vorkommenden «-Ketoglutarsiure zuerst in Krwaigung gezogen 
wurde (Simola, 1936). Infolge einiger neuen Befunde wurde aber 
spiter in diesem Laboratorium die Aufmerksamkeit im erster Linie 
auf die Frage gerichtet, ob um Tierorganismus Dicarbonsiuren 
direkt aus der Brenztraubensiure selbst gebildet werden kénnen. 

Bei den Versuchen, die hier nicht naher beschrieben worden 
sind, sind verschiedene Méglichkeiten Gegenstand experunenteller 
Untersuchungen gewesen. Ks wurde unter anderem die alte Theorie 
uber cine Kondensation zweier Hssiesiiuremolekiile unter Wasser- 
stoffspaltung zu Bernsteinsiiure sowie dic von Krebs (1936) auf- 
gestellte Hypothese iiber eine Vereinigune von Hssigsiiure init 
Brenztraubensiiure zu ¢-Ketoglutarsiure experimentell gepriitt 


ohne Beweise fiir diese Reaktionen zu finden. — In Miere und 
Leber scheimt cine Kondensation zwischen zwei Mssigsiuremole- 
kilen zwar vorerst nicht ganz auszuschlieBen sein. — Beziielich 


der von Toenntessen und Brinkmann aufgestellten Diketo- 
adipinsiiure-Hypothese sei erwihnt, daB nach den Untersuchungen 
von Wille (1939), dem es gelang, die ¢,%,-Diketoadipinsiiure zu 

















Uber den Brenztraubensaurestoffwechsel im Gehirn Q5 


synthetisieren und ihr biologisches Verhalten zu untersuchen, 
dieser Sadure keine bedeutende Rolle 1m Brenztraubenséurestoff- 
wechsel zuzukommen scheint. 

Was dann die Moéghchkeit betritft, dali em Teil der gefundenen 
Dicarbonsiuren auf dem von Knoop und Martius (1936, 1937) 
entdeckten Wee tber die Citronensiiure gebildet worden ist, so 
zeigten die enzymatischen in-vitro-Versuche, daB im Lebergewebe 
aus der zugesetzten Citronensiure unter denselben Bedingungen 
wie bei diesen Brenztraubensiureversuchen wirklich kleine Mengen 
v-Ketoglutarsiure entstehen. Ber Gehirnbreiversuchen konnte 
trotz des betrachthchen Verbrauches der Citronensiure keine 
deutliche Anhiufung von «-Ketoglutarsiiure nachgewiesen werden. 

Beim Suchen einer Erklarungsmoéglchkeit fiir die Diearbon- 
siurebildung aus der Brenztraubensiiure selbst sind wir darum 
sezwungen gewesen, auch die Méglichkeit in Krwigung zu ziehen, 
daB im Tierorganismus «-Ketoglutarsiure und andere Dicarbon- 
siuren auf irgendeinen vorerst unbekannten Weg gebildet werden. 
Ber den Gehirnbreiversuchen kann die Bildung der «-Ketoglutar- 
siure zwar wenigstens zum grofben Teil schon durch die Des- 
aminierung der Glutaminsaure erklirt werden. Gewisse Befunde 
beziighch der «-Ketoglutarsiurebildung, die in diesem Zusammen- 
hang nicht naher besprochen werden kénnen, sind aber nicht ohne 
weiteres dadurch zu erklaren. 

In diesem Zusammenhang kann erwihnt werden, daly wir im 
Gewebeversuchen ber Zusatz von Brenztraubensiiurealdol merk- 
wiirdigerweise eme «-Ketoglutarsiurebildung festgestellt haben. 
hin Ubergang von Brenztraubensiiurealdol in «-Ketoglutarsiiure 
ist aber theoretisch nicht leicht zu erkliren. Ks hebe sich eigentlich 
besser denken, dafi aus Brenztraubensdiure und Oxalessigsiiure auf 
einem anderen Reaktionsweg als iber Citronensiure ¢-Ketoglutar- 
siure gebildet wird?). 

Im AnschluB an die Befunde von Wood und Werkman 
(1936, 1988, 1940), die als erste festgestellt haben, dal Mikro- 
organismen imstande sind, aus Brenztraubenséure und Kohlen- 
dioxyd Oxalessigsiure zu’ synthetisieren, haben wir im unseren 
Versuchen das Vorkommen dieser Reaktion auch im ‘TYerorganis- 
mus in Erwagung gezogen. Ohne in diesem Zusammenhang aut 
diese interessante Frage emzugehen, sei nur erwahbnt, dali Versuche 


1) Auf eine solche Méglichkeit ist in einer Mitteilung von Wood, Werk- 
man, Hemingway und Nier (1941) inzwischen schon verwiesen worden. 
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amit Gehirn vorliufig kemen Anhalt fiir eme Kohlensiiureassimilation 
geliefert haben. Dagegen erscheint dieser Reaktionsvorgang bei 
Lebergewebe mdéglich}). 

Hinsichthch der Entstehung der anderen nichtfliichtigen 
Saiuren erschien die Bildung der Citronensiure besonders 
interessant. Die Menge der gebildeten Citronensiure war nicht 
sro. Ein Effekt war aber unter acroben Bedingungen regelmibig 
nachzuweisen. Unter anaeroben Bedingungen war dies nicht der 
Fall. Wie friiher erwihnt, gaben die an Gehirngewebe erhobenen 
Befunde urspringhch den Ansto®{ dazu, die EKntstehung der 
Citronensiiure in anderen Geweben und sonstige darauf einwirkende 
Faktoren zu untersuchen, woriiber in anderem Zusammenhang 
ausfiihrlicher berichtet worden ist. An Gehirngewebe wurde auch 
zuerst nachgewiesen, dab unter Zusammenwirkune von Brenz- 
traubensiure und Dicarbonsiuren mit 4 Kohlenstoffatomen eine 
relativ deutliche Citronensiiurebildung stattfindet, die offenbar 
auf eine Kondensation zwischen Brenztraubensaiure und Oxalessig- 
siure zuriuckzufiihren ist. 

Die Kntstehung von Citronensiiure als Reaktionsprodukt im 
Gehirngewebe ist im Hinblick auf die Gehirnatmung nicht ohne 
Bedeutung. Die Beobachtungen, nach denen man im Herzmuskel- 
cewebe, worn sich sicherlich besonders lebhafte Stoffwechsel- 
vorgainge abspielen, in vitro eine sehr starke Citronensiuresynthese 
hervorrufen kann, und dafi auberdem ein kraftiges, Citronensiure 
abbauendes HEnzymsystem darin vorkommt, haben experimentelle 
Stiitze dafiir gehefert, dal die Citronensiure wenigstens im Herz- 
muskel beim oxydativen Abbau der Brenztraubensaure als inter- 
mediires Stoffwechselprodukt eine wichtige Rolle spielt, wie schon 
in der Arbeit von Hallman und Simola (1939) hervorgehoben 
worden ist. Damit soll aber nicht gesagt sein, daB dies der einzige 
in Frage kommende Weg des oxydativen Abbaus der Brenz- 
traubensiiure ist. Im Vergleich zu dem Sauerstoffverbrauch im 
Gehirn be: Gegenwart von Brenztraubensiure ist die von uns 
beobachtete Citronensiurebildung ebenso wie der Citronensiiure- 
schwund relativ klein. Gegenwirtig hat es den Anschein, als ob 
dem Citronensiurecyclus berm oxydativen Abbau der Brenztrauben- 
siure im Gehirn nicht dieselbe Rolle wie im Herzmuskel zukommt. 


1) Die in einer kurzen Mitteilung von Evans u. Slotin (1940) an- 
gegebenen Resultate mit radioaktivem Natriumbicarbonat 


sprechen ihrer- 
seits stark fiir die Mdéglichkeit 


einer Kohlensaiureassimilation im ‘Tier- 


OrganisMmus. 
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_ Was die Bildung der flichtigen Saiuren betrifft, so hat 
traher W eil- Malherbe (1937) in anaeroben Versuchen mit Gehirn- 
schnitten eine der Dismutation von zwei Brenztraubensiuremole- 
kiilen genau entsprechende Menge Essigsiure aufgefunden. Kine 
der der Dismutationstheorie genau entsprechende Menge soll nach 
Lipmann (1987) auch im ausgewaschenen Gehirnbrei gebildet 
werden. Bei einem in der Untersuchung von Krebs und Johnsson 
(1937) refericrten Versuch mit Gehirnbrei war die Menge der 


ry 
im 


(issigsdure doch etwas niedriger. In den Versuchen von We1l- 
Malherbe mit Gehirnbret statt Gehirnsehnitten — betrug dic 
Menge der gebildeten Essigsiure merkwirdigerweise nur etwa 
10°), von dem theoretischen Dismutationswert. Statt Hssigsiure 
fand Weil-Malherbe eine entsprechende Menge Bernsteinsaure, 
die nach ihm aus Essigsiure in statu nascendi entstanden war. 
Bel Gegenwart von Methylenblau soll nach Lipmann die Brenz- 
traubensaure im Gehirnbrei unter anaeroben Bedingungen quanti- 
tativ zu Essigsiure und Kohlendioxyvd oxydiert werden. Bei 
Gegenwart von Sauerstoff wurde im den Gehirnversuchen von 
Long (1938) etwa 25°) der verbrauchten Brenztraubensiure in 
[issigsiure tbergeftihrt. 

In den oben beschriebenen Versuchen, die zur Feststellung 
emer Essigsiurebildunge angestellt worden waren, war die Hr- 
hohung der mit Wasserdampf destilherbaren Saurefraktion durch 
den Zusatz von Brenztraubensaiure merkwiirdigerweise  ver- 
baltnismaBie gering. Die Zunahme entsprach ber anaeroben Ver- 
suchen héchstens der Hilfte derjenigen [ssigsiuremenge, die man 
theoretisch erwarten muh. wenn zwel Brenztraubensiiuremolekiile 
dismutiert warden. Bei Gegenwart von Methylenblau und Sauer- 
stoff war der Effekt sehr gerine. In emem Teil der Versuche war 
eme deuthche Zunahme nicht festzustellen. 

Um die Resultate, die eine gewisse Ubereinstimmung mit den 
(ehirnbreiversuchen yon Weil-Malherbe aufweisen, zu erklaren, 
ist anzunehinen, dafi unter den gebrauchten Versuchsbedingungen 
wirklich nur geringe Menven Brenztraubensiiure in Mssigsiiure uber- 
eefuhrt werden oder dab die gebildete Issigsdiure oder ireendeime 
Vorstufe der Essigsiure weiter umeesetzt wird. Der weitere Um- 
satzweg der Essigsiure ist aber im Gehirngewebe unbekannt. Die 
fssigsdure kann im ‘Tierorganismus zwar sicher in grobem Umfane 
weiter umgesetzt werden, aber es erscheint doch vorerst fraglich, 
ob ihr wirklich im Gehirn als Zwischenprodukt des Brenztrauben- 
siureabbaues eine zentrale Rolle zukommt. tm Gegensatz zu der 
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Brenztraubensiure scheint die Essigsiure im allgemeimen verhaltnis- 
miBie langsam umgesetzt zu werden. Ber Respirationsversuchen 
mit Gehirngewebe ist eine Wirkung kaum zu erkennen. [in Uber- 
gang zu Bernsteinsiiure, wodurch nach Weil-Malherbe die ge- 
ringe Ausbeute an Hssigsiiure bei Gehirnbreiversuchen zu erkliren 
ist, erscheint weniger wahrscheinlich. Acetonkérper werden im 
Gehirn héchstens in sehr geringem Mabe gebildet. 

Es ist auch in diesem Zusammenhang zu bemerken, daB es 
mit der ublichen Wasserdampfdestillationsmethodik schwer zu 
entscheiden ist, ob es sich um eme KrhG6hung des Gehaltes an 
priformierter Essigsiure oder eime Bildung von irgendwelchen 
Acetylverbindungen handelt. Eine solche Verbindung, wie’ z. B. 
Acetylphosphorsiure, wird beim Erwirmen bekanntlich leicht in 
Essigsiure umgesetzt. Ob Acetylmethylcarbinol, das in Gewebe- 
breiversuchen je nach Umstiinden aus Brenztraubensiure gebildet 
wird, irgendeine Wirkung auf die Resultate ausiibt, haben wir 
noch nicht geprift. 

Was die Rolle des Acetaldehyds betrifft, der friuher auch im 
Tierorganismus gewohnlich als Vorstufe der Essigséure angesehen 
wurde, so ist man in letzter Zeit bekanntlich geneigt gewesen, die 
Bildung von Acetaldehyd aus Brenztraubensiure im Tierorganismus 
vollig zu verneinen. Es ist jedoch zu bemerken, dai kem Grund 
vorliegt, die Moghchkeit einer carboxylatischen Spaltung von 
x-Ketosiuren im Tierorganismus ganzlich von der Hand zu weisen, 
wie auch schon in einer Arbeit von Simola und Kallio (1937) 
hervorgehoben worden ist. Die Befunde, nach denen Acetaldehyd 
nicht unter den Reaktionsprodukten nachzuweisen ist, besagen 
noch nichts, wenn nicht gleichzeitig dargetan wird, dal Acet- 
aldehyd in dem betreffenden Gewebe nicht weiter umgesetzt wird. 
Ks ist auch schwer, aus Gewebeversuchen, lediglich auf Grund 
einer Kohlendioxydbildung bei manometrischen Versuchen, ein- 
deutig zu schheBben, ob Acetaldehyd als Zwischenprodukt vor- 
kommt oder nicht. Unter Anwendung von Calciumbisulfit als 
Abfangsmittel ist es moglich, z. B. im Herzmuskel qualitativ eine 
deutliche Acetaldehydbildung nachzuweisen. Bei Gehirngewebe 
ist dies schwer. Die Bildung von Acetylmethylcarbinol bei Gewebe- 
versuchen aus Brenztraubensiure spricht auch fiir die Méglichkeit 
einer carboxylatischen Spaltung der Brenztraubensaéure im Tier- 
organismus. Hs ist eine andere Sache, welche Rolle diesem Umsatz- 
wee der Brenztraubenséure im Tierorganismus zukommt. — Es 
kann in dicsem Zusammenhang erwihnt werden, dab der Zusatz 
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von Acetaldehyd bei Gehirnbreiversuchen keine deutliche Essig- 
siurebildung hervorzurufen scheint. 

Ameisensadure steht in keiner direkten Beziehung zu dem 
Umsatz der Brenztraubensiaiure. Die Moéglichkeit, da Ameisen- 
sdure im Tierorganismus aus der Citronensiure gebildet wird, er- 
scheint aber nicht ausgeschlossen. 

Neben den erwihnten Umsatzwegen ist bei dieser Unter- 
suchung noch Aufmerksamkeit auf emige andere Umsatzméglhich- 
keiten gerichtet worden, obgleich auf die experimentelle Seite 
dieser vorwiegend negativen Versuche hier nicht niher eingegangen 
worden ist. 

Bei gewissen Gewebsarten, wie z. B. ber Leber, werden nach 
Ausatz von Brenztraubensaéiure nachweisbare Mengen Aceton- 
kérper gebildet. Bei Gehirn ist dieser Umsatzweg nicht ganz 
ausgeschlossen; die Effekte ibertreffen aber oft kaum die Fehler- 
orenze. 

Uber die Frage, ob aus der Brenztraubensiure und gewissen 
Bestandteilen des Gehirngewebes, wie z. B. aus Amunosiuren, 
modglcherweise in geringem Mabe irgendwelche unbekannte 
Acetylverbindungen entstehen, waren experimentell schwer 
sichere Unterlagen zu bekommen. 

Eine Anhéufung der siablichen bei Glykolyse vorkommenden 
Phosphorylierungsprodukte war nicht nachzuweisen. 


Zusammenfassung 

Es wird iiber enzymatische in-vitro-Versuche in bezug auf 
den Umsatz der Brenztraubensaiure im Gehirnbrei1 von Rindern 
berichtet, wobe1 die Bildung stabiler Reaktionsprodukte sowohl 
unter anaeroben als aeroben Bedingungen ins Auge gefaBbt wurde. 

Zur Krmittelung des Brenztraubensiureverbrauches erschien 
die colorimetrische Salicylaldehydmethode am zuverliassigsten. Im 
Vergleich zu dem whblichen Bisulfitverfahren ergaben sich ber der 
Salicylaldehydmethode fur den Abbau der Brenztraubensaure 
deutlhich héhere Werte. 

Bei Gegenwart von Sauerstoff verschwand regelmabig etwas 
mehr Brenztraubensiiure als unter anaeroben Bedingungen. 

Bei Umsatz von Brenztraubensiiure wurden auch bei Gegen- 
wart von Sauerstoff betrachtliche Mengen Milchsiiure gebildet. 
Die Menge der Milchséiure betrug bei anaeroben Bedingungen im 
Mittel etwa 42°/,, bei guter Versorgung mit Sauerstoff 28°/) der 
verschwundenen Brenztraubensiaure. 
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Von den in die quantitative Untersuchung embezogenen Di- 
carbonsiiuren war am auffallendsten die Bildung von «-Keto- 
clutarsiiure, die unter sowohl anaeroben als aeroben Bedingungen 
in einer Menge von etwa 17°/, der verschwundenen Brenztrauben- 
siiure nachgewiesen wurde. Die Bildung von Bernsteinsiure da- 
gegen war erheblich geringer und konnte nicht immer mit Sicher- 
heit nachgewiesen werden. Es ist moglich, dab die friiheren An- 
eaben tuber eine Bernsteinsiiurebildung aus Brenztraubensiure in 
der Tat zum Teil auf eine Entstehune von o«-Ketoglutarsaure 
guruckzufiihren sind, die mit den ilteren Bernsteinsiiuremethoden 
mitbestimmt wird. 

Im Fumar- und Apfelsiuregchalt schien die Brenztraubensiiure 
keine deutlichere Erhéhung herbeizufiihren. 

Eine Bildung von Citromensiure war unter anaeroben be- 
dingungen nicht festzustellen. Unter aeroben Bedingungen dagegen 
entstand eine kleine aber regelmabig deutlich nachweisbare Menge 
Citronensiiure. Bei gleichzeitiger Verwendung von C,-Dicarbon- 
siuren als Substrat wurde die Citronensiuresynthese deuthich 
erhoht. 

In bezug auf die Bildung fliichtiger Sauren verursachte die 
Brenztraubensaure in einem Teil der anaeroben und aeroben Ver- 
suche eine Zunahme der mit Wasserdampf destilherbaren Saure- 
fraktion. Auf Essigsiure umgerechnet, entsprach die anaerobe 
Zunahme hochstens 17°/,, die aerobe 6°/) der verbrauchten Brenz- 
traubensiiuremenge. Durch einen Zusatz von Methylenblau wurden 
che Destillationswerte der anaeroben Versuche nicht gesteigert. 

Kine durch Brenztraubensiure bewirkte Bildune von Ameisen- 
siure heB sich nicht nachweisen. 

Als em weiteres Reaktionsprodukt konnte bei Zusatz von 
Brenztraubensiure noch Alanin nachgewiesen werden, und zwar 
unter anaeroben Bedingungen etwa 18°/,, unter aeroben 16°/) der 
verschwundenen Menge Brenztraubensiure. Das Alanin hat sich 
offenbar durch eine Umamunierungsreaktion aus der Glutamin- 
siiure gebildet, die in emer deutlich nachweisbaren Menge (40 bis 
60 mg-°/5) un Gehirnbret vorkommt. 

Die verschiedenen Reaktionsméelichkeiten des Brenztrauben- 
siiureumsatzes werden besprochen. Bei Krorterung der von anderen 
Autoren angegebenen Dicarbonsiurebildune aus Brenztrauben- 
siure wird die Rolle der im Gewebe vorkomm: 
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reaktion «-Ketoglutarsiure gebildet wird. Es erscheint aber 
andererseits moglich, dai im Tierorganismus die Brenztrauben- 
siure auf einem vorerst unbekannten Wee direkt in Dicarbon- 
sduren ibergefiihrt werden kann. 


Mit Dankbarkeit ist zu erwahnen, daB ein Teil der erginzenden Versuche 
mit Unterstiitzung des Finnischen Kulturfonds ausgefiihrt worden ist. 
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Uber eine Reaktion mit Jod im Harn 
Von 


P. E. Simola 


Aus dem Mediziniseh-chemischen Institut der Universitat Helsinki) 


(‘Der Schriftleitung zugegangen am 17, Januar 1943) 


Im folgenden soll eme einfache Farbreaktion im Harn be- 
schrieben werden, tiber die schon kurz in zwei friiheren Mitteilungen 
berichtet wurde (Simola, 1986; Simola und Narvanen, 1986). 
In eiigen Untersuchungen iiber das Vorkommen von Amino- 
siuren und phenolartigen Substanzen im Harn wurde von dero 
Verfasser festgestellt, daf der Harn von Schwangeren verhaltnis- 
mabig oft mit Jod eine charakteristische Farbreaktion gibt. 

Die erwihnte Reaktion wurde ausgefiihrt, indem zu etwa 
38—5cem Harn in emem gewohnlichen Reagenzrohrchen tropfen- 
weise 5°/, alkoholische Jodlésung hinzugefiigt wurde, bis die Farbe 
nicht mehr verschwand und die Probe deutlich gelber war als der 
urspringliche Harn. Hiernach wurde einige Sekunden uber einer 
Bunsenflamme gekocht und anschlieBend mit eimigen Kubik- 
zentimetern Aimyl- oder Butylalkohol extrahiert. Bei positivem 
Ausfall der Reaktion entsteht im Harn ein Farbstoff, der in die 
Amyl- baw. Butylalkoholschicht wbergeht und sie rot bis rotviolett 
firbt. Ohne Verwendung von Amyl- oder Butylalkohol ist die 
Beurteilung des Ausfalls der Reaktion oft schwer, besonders wenn 
die Kigenfarbe des Harns stark ist oder man bei mangelhafter 
Beleuchtung arbeitet. 





Uber das Auftreten dieser Reaktion im Harn gibt die neben- 
stehende Tabelle AufschluB, in welcher die Ergebnisse der Unter- 
suchungen von etwa 140 normalen Harnproben, 100 Harnproben 
verschiedener Kranken sowie 270 Proben von Schwangeren zu- 
sammengestellt sind. 

Aus der Tabelle geht hervor, dab die Reaktion bet Gesunden 
und Kranken ungefahr ebenso oft in etwa 20°, der Fille 


positiv ausfiel. Irgendeme sichere Beziehung dieser Reaktion zu 
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Deutlich Schwach 
positive Falle | positive Falle | Negative Falle 
Normaler Harn. .. . 17 19 64 
Krankenharn. .... 20) 19 61 
Schwangerenharn. . . 8] 9 10 








einer bestimmten Krankheitsgruppe konnte auf Grund von diesen 
Versuchen nicht festgestellt werden. Die untersuchten Harn- 
proben von Schwangeren, die zum iiberwiegenden Teil aus dem 
letzten Schwangerschaftsmonate stammten, gaben in etwa 80°), 
der Falle cin positives Ireebnis. Die Harnproben waren im all- 
cemeinen dem Morgen- oder Tagesharn entnommen. Der Sammel- 
harn von 24 Stunden konnte im Zusammenhang mit diesem Material 
nur in einem klemen ‘Teil der Kalle untersucht werden. Es ist 
moglich, dab die Verwendung von Sammelharn zu etwas abweichen- 
den prozentuellen Zahlen gefiihrt hatte. Der Ausfall der Reaktion 
schien nimlich bis zu einem gewissen Grade von Schwankungen 
im spezifischen Gewicht des Harns tm Verlaufe des Tages ab- 
gzuhiingen. Ein negatives Ergebnis im Schwangerenharn wurde 
meist in solchen Tagesharnproben erhalten, deren spezifisches 
Gewicht relativ miedrig war. 

Auber diesen Gruppenuntersuchungen wurden auch eine Reihe 
orientierender chemischer Versuche ausgefiihrt, um das Wesen der 
Reaktion aufzuklaren. Im folgenden sollen einige hierbei fest- 
sestellte Beobachtungen erliutert werden. 

Von Faktoren, die das Auftreten der Reaktion beeinflussen, 
ser erwihnt, dal die deutlichste Farbbildung in dem = puxa-Gebiet 
zu beobachten ist, mmerhalb welchem die Aciditat des Harns ge- 
wohnlich varnert, jedoch sind kleme Schwankungen in dem Wasser- 
stoffionenevehalt ohne deutlichen KMintlub auf die Starke der Reaktion. 

Die fiir die Reaktion erforderliche Jodmenge kann, abhingig 
von dem Gehalt des Harns an Jod-verbrauchenden Substanzen, 
stark varneren. Im allgememen ist es vorteilhaft, die Reaktiou 
mehrmals unter Verwendung verschiedener Jodquantitiiten aus- 
zufiihren. 

Kurziristives Kochen des Harns hat keinen Kinflub auf den 
Austall der Reaktion. Im Walten aufbewahrter, nuit Toluol ver- 
setzter Harn kann oft noch nach emigen Wochen ein positives 
Resultat ergeben, jedoch wird die Reaktion allmiéhlich immer 
schwiicher. 
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In bezug auf die Loshchkeit der die Reaktion gebenden Sub- 
stanz war festzustellen, daB die Farbreaktion aueh noch nach Aus- 
ziehen des Harns mit Ather, Benzol oder Amylalkohol positiv ver- 
blieb, unabhingig davon, ob die Extraktion bei saurer, neutraler 
oder alkalischer Reaktion vorgenommen wurde. 

Auch das Schiitteln mit Fullererde. Permutit oder aol 
hatte keinen EinfluBb auf den positiven Ausfall der Probe. Dagegen 
gab der Harn nach Behandlung mit Knochenkohle oder Frankonit 
keine positive Farbreaktion mehr. | 

In bezug auf die Fallungsreagenzien ist folgendes zu erwahnen. 

Nach Verwendung von 10°/, Bleiacetat- oder basischer Blei- 
acetatlésung fiel die Farbreaktion im Filtrat) noch positiv aus. 
Nach Zusatz von 5°/, Mercuriacetat- oder -nitratlosung zum Harn 
bis zur Bildung emer Fillung und anschhefender Suspendierung 
derselben in Wasser und Zersetzung mit Schwefelwasserstoff wird 
in der von tiberschiissizem Schwefelwasserstoff befreiten, filtrierten 
und neutralisierten Lo6sung cine schwache Farbreaktion erhalten. 
Dagegen fallt die Reaktion in Harnfiltrat nach Entfernung der 
Quecksilberfallung und Ausfillung des iiberschiissigen Quecksilbers 
mit’ Schwefelwasserstoff stets negativ aus. 

Genau so war die Sachlage — auch wenn die mit den Fallungen 
erhaltene Farbreaktion vicl stérker war — wenn als Fallungsmitte! 
das von Lang (1953) zur Ausfillung des Histidins verwendete 
Mercurichloridreagens verwendet wurde. Bei dieser Fallungs- 
methode wurde zu emem Teil Harn 1 Teil des Reagens (150 ccm 
vesittigte Mercunchloridlésune, die TOg Natriumacetat und 
1O0@ Natriumehlorid enthilt) und 2 Tele 4°/jige Boraxlésune 
hinzugefiet. Wurde die Boraxlosung weggelassen, erhielf man 
nach Zersetzune der Fallung keme positive Farbreaktion. 

Auch bei Verwendung von saurer Mercurisulfatlésung (10°/, Mer- 
curisulfat gelost in 5°/, Schwefelséure) wurde nach Zersetzung de) 
Kallung eine deutlich positive Jodreaktion erhalten. 

Von anderen gebriuchlichen Fallungsreagentien wurde noch 
Phosphorwolframsiure geprift. Za der Harnprobe wurde 1/4) Vo- 
lumen 259/jige Salzsiiure und dann '), Volumen 10°/pige Phosphor- 
wolframsiure gegeben. Die Fallung wurde mit gesattigter Barium- 
hydroxydlésung behandelt, wonach das wbherschissige Barium mut 
Schwefelsdiure ausgefallt und die LOsung neutralisiert wurde. Auch 
hier wurde eine deutlich positive Farbreaktion erhalten. 

Auf Grund der angefithrten Reaktionen wiire man geneigt 
anzunelimen, dab die Reaktion durch Histidin hervorgerufen wird. 
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Tatsachhich ist dies aber nicht der Fall, denn Histidin gibt weder 
im Harn noch in Wasserlésung diese Reaktion. Ebenso verhalt 
sich auch Histamin negativ. Die Moglichkeit, dab es sich um 
irgendeine histidinéihnliche Verbindung handelt, ist dagegen nicht 
ausgeschlossen. 

Auber den angefiithrten mehr qualitativen Proben wurde auch 
eine Reihe Isoherungsversuche vorgenommen, mittels welcher ver- 
sucht wurde, die Ursache der Reaktion aufzukliren. 

Welche Verbindung oder welche Verbindungen die Reaktion 
im) Harn hervorrufen, ist jedoch noch nicht mit Sicherheit fest- 
zustellen gewesen. Die Isolierung und Identifizierung wurde da- 
durch erschwert, dab die grindliche Reinigung der Praparate von 
anderen Harnbestandteilen zu emer immer schwicher werdenden 
Farbreaktion fiihrte, obgleich die Isoherungsversuche die reaktions- 
sebende Verbindung in den Loésungen hatten anreichern sollen. In 
einigen Fallen schien dies bis zu einem gewissen Grade daraufhin 
zu weisen, da} unter den Harnbestandteilen moglcherweise eine 
Verbindung vorhanden ist, die als eine Art Sensibihsator des 
reaktiongebenden Stoffes wirkt. 

Im Zusammenhang mit der Jodreaktion ist es angebracht, 
vergleichshalber die in vielem aéhnhche Harnreaktion mit Brom zu 
erwihnen. Nachdem Voge (1929) zuerst gezeigt hatte, da beim 
fKochen des Harns mit Brom bei der Schwangerschaft haiufig eine 
violette Farbe entsteht, ist in letzter Zeit dieser Probe als emer 
chemischen Schwangerschaftsreaktion viel Beachtung zuteil ge- 
worden. Besonders hat Kapeller-Adler (19338, 1984, 1936) auf 
Grund ihrer modifizierten Bromreaktionen die Auffassung ver- 
treten, daB es sich bei der Schwangerschaft um cme im spezifisches 
Weise vermehrte Histidinausscheidung mit dem Harn handele. 

Bei Austihrung der Bromreaktion genau wie in einer friuheren 
Mitteiling beschrieben wurde (Simola und Miantyla, 1986) 
in dem namlich nur ganz kurz aufgekocht wird, wobet die Reaktion 
schwach sauer sein soll (px 4,5—6,0), und der Ausfall der Reaktion 
nach Schitteln mit Amylalkohol auf Grund der Farbstarke der 
Amylalkoholschicht beurteilt wird — war die Reaktion in eimem 
Material von etwa 500 Morgen- oder Tagesharnproben deutlich 
positiv in 7°/, der Normalharnproben, 9°/) der Harnproben von 
Kranken und 65°/, der Schwangeren-Harnproben. [xbenso wie dic 
Jodprobe schien auch die Bromreaktion in Beziehung zum spezi- 
fischen Gewicht des Harnes zu stehen. In den meisten Fallen ver- 
hefen die Jod- und Bromreaktion ziemlich parallel, jedoch war 
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die erstere Probe deutlich empfindlicher als die von mir verwendete 
Modifikation der Bromreaktion. | 

Erwihnt mu auch werden, dab diese Bromreaktion nicht 
durch Histidin hervorgerufen wird, wie in der erwihnten friheren 
Mitteilune sehon ausdriicklich hervorgehoben wurde: denn der 
Farbstoff, der durch die Wirkune des Broms entsteht, ist ebenso 
wie bei der Jodreaktion loslich in Amylakohol. Der Farbstoff hin- 
regen, der bei der bekannten Histidinreaktion von Knoop (1908) 
nit Brom gebildet wird, ist nicht I6shch in Amylalkohol. Statt 
dessen scheint es aber nicht unwahrscheinlich, dab die Brom- 
reaktion durch dieselbe Verbindung hervorgerufen wird. wie die 
in dieser Mitteilunge beschriebene Jodreaktion. 


- 


8) 


od 


Ks ist im ubrigen anzunehmen — wenigstens scheint es sehr 
wahrscheinlich — dab viele Befunde tiber das Vorkommen von 


Histidin im Schwangerenharn, die nur auf qualitative Brom- 
reaktionen basieren, durch die Reaktion anderer Faktoren als des 
Histidins bedingt waren. Die Frage, inwiefern eime teilweise, wie 
Histidin reagierende Verbindung die zur quantitativen Histidin- 
bestimmung im Harn verwendeten Methoden beeinfluBt haben 
kann, ist in vieler Hinsicht noch unklar und wird in diesem Labo- 
ratorium weiter untersucht. 

Ohne in diesem Zusammenhange niiher auf diese Frage ein- 
zugehen, sei nur kurz erwiihnt, da’ die bei orientierenden Unter- 
suchungen des Schwangerenharns mit verschiedenen quantitativen 
Methoden erhaltenen Histidinwerte in Vergleich zu den Normal- 
werten oft, wenn gleich nicht immer, deutlich erhéht waren. Eine 
regelmaiBige Ubereinstimmung zwischen der Grobe der durch Di- 
azoreaktion ermittelten Histidinwerte und der Stiirke der Jod- 
reaktion war nicht festzustellen. 
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Glutaminsaiure aus Tumoren*) 


Vou 
Volker Klingmiiller 


Mit 2 Figuren im Text 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Berlin) 


Der Schriftleitung zugegangen am 28. Januar 1943) 


Aus dem Fiweif bésartiger Geschwilste sind von Koel, Krx- 
leben und Mitarbeitern  ,,unnatiirliche’’ Amiunosiiuren — isoliert, 
worden, d.h. Amunosiuren, die zur sterischen d-Rethe gehéren. 
ser den typischen bosartigen Tumoren fanden sie, darauf wurde 
erst kurzlich noch ausdruckhch hingewiesen (K6gl, 1942), dab 
z. B. das isoherte Glutaminsiurehydrochlorid zu 10—40°/, d-Form 
enthielte bzw. bis 4°/, d-Glutaminsiurehydrochlorid pro Trocken- 
eiweib. Das war iiberraschend, denn d-Aminosfiuren waren in der 
Natur bisher nicht beobachtet worden, besonders nicht als KiweiB- 
bausteme. rst 1937 haben Bruckner und Ivanovics allerdings 
evefunden, dab die Kapselsubstanz des Milzbrandbacillus weit- 
eehend aus d-Glutarminsaure besteht. 

Die Wichtigkeit der Ko6glschen Befunde war offenkundig, 
und die Nachuntersuchung erschien um so winschenswerter, als 
bald mehrere zustimmende und ablehnende Arbeiten bekannt 
wurden. Koglund Mitarbeiter schlossen aus ihren Untersuchungen 
von vornherein alle Aminosiiuren aus, von denen bekannt war, daB 
sie durch die Séurehydrolyse racemisiert werden. Aber auch die 
meisten anderen Aminosiuren fanden sie im KrebseiweiB mehr 
oder weniger stark racemuisiert, am stirksten die Glutamunsiiure. 
Aus diesen, aber auch aus anderen (z. B. methodischen) Griinden 
hat sich das Thema auf die [solierung der Glutaminsiure zugespitzt, 
von der hier allein gesprochen werden. soll. 

Bestatigt wurde der hohe Racemisierungsgrad von Arnow und Opsahl, 
Ottawa und von White. Dagegen steht eine groBere Anzahl von negativen 
irgebnissen. Die ersten zuverlissigen Arbeiten stammen von Chibnall und 
Mitarbeitern (1939, 1940). Es folgten Ver6éffentlichungen von Dittmar (1939, 


*) Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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1940), Graff, Rittenberg und Forster (1939, 1940), Johnson (1940), 
Konikova (1940), Leuthardt (1940), Woodward und Mitarbeitern (1941), 
Birger und Plétner (1941) und schlieBlich 1942 von Th. Wieland und 
EK. Abderhalden. Dabei stellte sich heraus, worauf besonders noch die 
Arbeiten von Wieland und Abderhalden hinweisen, daB die Kritik an den 
Methoden anzusetzen hatte. Bei manchen Arbeiten aus beiden Lagern fehlten 
die Beweise, daB die polarimetrierten Fraktionen analysenrein waren; der oft 
nur angegebene Schmelzpunkt (unscharf —= Zersetzungspunkt) reicht in dieser 
Form nicht aus, und eine Stickstoffbestimmung auch nicht; der Stickstoff- 
gehalt kann durch Beimischung von Ammoniumchlorid erhéht und durch 
Natriumchlorid erniedrigt werden; und beide Substanzen sind schwer vom 
Glutaminsiurehydrochlorid zu trennen. Zweitens ist bei vielen Arbeiten die 
Gesamtausbeute an Glutaminsiurehydrochlorid zu klein; dann besteht die 
Gefahr, daB die d-Form mit den Mutterlaugen ,,herauskrystallisiert’’ wurde. 
weil das Racemat leichter léslich ist als die reinen Komponenten. Drittens 
wurde nur in wenigen Arbeiten der Beweis gegeben, daB die zu einem Eiweil- 
hydrolysat zugesetzte d-Form nach der angewendeten Methode wiedergefunden 
werden konnte. Bei der Schwierigkeit der Glutaminsiureisolierung (vgl. auch 
Abderhalden, 1942) ist das aber notwendig. 

Bei der Aufarbeitung des TumoreiweiBes wurde von WK6gl und Mit- 
arbeitern fiir die Reinigung der Hydrolysate die Cuprooxydmethode (Abder- 
halden und Fuchs, 1908) und die Dakinsche Extraktion mit Butanol an- 
gewandt. Abderhalden arbcitete cbenfalls nach seiner Cuprooxydmethode, 
auBerdem trennte er die Giutaminsaiure durch Destillation ihrer Ester ab. 
Chibnall fallte aus den Hydrolysaten die Kalksalze der Dicarbonsauren nach 
Foreman mit Alkohol. Wieland adsorbierte die CGlutaminsiiure mit der 
sauren Aluminiumoxyd-Saule. 

DaB die einzelnen Methoden fiir die [solierung von Glutaminsiure brauch- 
bar sind, wurde bewiesen von Kégl (1939, b), Konikova und Abderhalden 
(1942) fiir die Cuprooxyvdmethode, von Graff, Rittenberg und Forster fiir 
die Chibnallsche Methode (sie isolierten kiinstlich zugesetzte, mit IN ge 
zeichnete Glutaminsaure zuriick), schlieBlich von Wieland fiir seine Methode. 
Chibnall hat trotz der negativen Kontrolle von Kégl (1939, b; S. 150—151) 
liber seine Methode keine Kntgegnung mehr veréffentlicht: aber er besteht 
offenbar nach einer pers6nlichen Mitteilung an Dodds und Dickens (1940) 
auf ihrer Brauchbarkeit. 

Um etwas tiber die Tumorglutaminsiiure aussagen zu kénnen und um 
womoglich den Grund der Unstimmigkeiten zu finden, wurde diese Arbeit 
auf Vorschlag von Herrn Prof. Lohmann ausgefiihrt. Ks wurde zunachst 
Wert darauf gelegt, genau nach den Kéglschen Angaben zu arbeiten mit der 
Cuprooxydmethode und der Extraktion mit Butanol. 
die Chibnallsche Aufarbeitung verwendet. Es wurde weiter untersucht, ob 
es mit den angegebenen Mcethoden liiberhaupt moéglich ist, partiell racemisierte 
(;lutaminsiiure zu isolieren, ob Glutaminsiure so bestindig 


Dann wurde auberdem 


ist, daB sie dabei 
keine Veranderung erleidet und ob ihre d-Form iiberhaupt als Bestandteil in 
dem Kiweif von bésartigen CGeschwiilsten eingebaut sein kann. 


iY 


Operationsmaterial oder S10 Stimmen aus verschlieden 


Reinigung des EiweiBes. Unsere Tumoren sind entwede: 


en patho- 
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logischen Instituten: sie sind nicht spiter als 24 Stund 
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Gewinnung enteiweilt worden. Die meist makroskopische Diagnose 
wurde, wenn notig, histologisch bestatigt. In emigen Fallen, wo 
nicht geniigend grobe Tumoren erhalten werden konnten, wurden 
Gewebe von gleicher Art zusammengegeben. 

Um das Kiweibh des zu untersuchenden Gewebes von Fetten, 
Kohlenhydraten und niedermolekularen Verbindungen zu trennen, 
extrahierte KOgl mit 0,6°/, Kochsalz und fallte den Extrakt mit 
absolutem Alkohol. So erlnelt er zwei Kiweibpraparate, eme m 
Kochsalz losliche und eine unldshehe Form; weil diese bei seinen 
anfinglchen Versuchen keme analytischen Unterschiede zeigten, 
hydrolysierte er spaiter beide Fraktionen zusammen. Bei unseren 
Versuchen wurde Kochsalz unter diesen Koégischen Bedingungen 
aus 0,6°/jiger waBriger Losung mit ‘dem = vierfachen Volumen 
absolutem Alkohol nicht cefallt. Aber gerade diese Substanz mit 
dem Eiweii zusammenzubringen, ist nicht empfehlenswert; da 
Kochsalz spiter nur sehr schwer von der Ghitaminsiiure zu trennen 
ist (Abderhalden, 1942; Dittmar), mifbte das HMiweih besonders 
eriundlich ausgewaschen werden. 

Chibnall gewinnt das Hywel durch 2mahee kallane mit 
59iger Trichloressigsiiure, wiischt 3mal it Aceton, trocknet, 
kocht 2mal mit Alkohol, extrahiert mit Ather. Anfiinglich sind 
auch wir so vorgecangen: da aber das Miweifi, das nach der Aceton- 
behandlune em = schoéner, locker-gallertartiger Bret geworden ist, 
durch das Vrocknen bei 50° meist zu harten Brocken erstarrte, die 
nur unvollkommen za entfetten sind, wurde spiter das Aceton 
einfach mit Alkohol auscewaschen und die Alkohol- und Ather- 
behandlung angeschlossen. Auf diese Weise erhalt man em feim- 
faseriges Pulver, das sich lercht extrahieren Jibt. 

Hydrolyse. Wihrend der Wee, der zum Trockeneiwerb fiihrt, 
keme besonders ciigreifende Malinahme ist, ist fiir das Auftreten 
racemisierter Glutaminsiure die Art der Hydrolyse wichtig. IK6e¢l 
hydrolysiert 7 Stunden mit der 3fachen Gewichtsmenge 37°/j1ger 
Salzsiure; Chibnall 22 Stunden mit dem 6fachen Volumen des 


ie ~e eow? } IDO ryaw Kadeas . 
Eiweibgewichtes 22°/giger Salzsiure. 


Uinsere Versuche haben ergeben, dali ber beiden Verfahren 


eimne hochst u 


hochstens S®jige Racemisicrung eimtritt, jedenfalls keine 


SO°/nige, wie Kogl sie ber der Turmorglutaminsaéure fand. Wir 
haben remes 1(-+-)-Glutamimesiurchydrochlorid mit) Salzsiure er- 
hitzt, die eesamte Losune cingedampft und die getrocknete Sub- 
stunz zur Drehunge verwendet; auBerder: wurde sic dadurch als 


} 


; Glutaminsiiurehvdrochlorid identifiziert, daB srel durch Um- 
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krystallisieren ihr Titrationswert nicht anderte. Dieser Titrations- 
wert (7) ist die Menge 0,01n-Natronlauge in ccm, die zur Neutrali- 
sation von 1 mg Hydrochlorid erforderlich ist; fiir remes Glutamin- 
siiturehydrochlorid betragt er 1,09. 





Ansatz 1: 0,9930 ¢ 1(-+-)-GIS-HCI (-— Glutaminsaiurehydrochlorid) mit 
25 com 37°/,iger HCl am RiickfluBkiihler 7 Stunden schwach gekocht, wobei 
sich die HCL auf etwa 20°/, verdiinnte; Substanz léste sich erst nach 10 Minuten 
langem Kochen; nach Beendigung der Reaktion wurde die farblose klare Lésung 
im Vakuum eingedampft und die Substanz im Exsiccator iiber gesittigter Kali 


lauge getrocknet. Riickstand 0,9881 g; davon 0,2510 ¢ in 5.0 cem 9°/,iger 
HCI gelést: ap  1,168°, [ a]p L 99,199; 7 Li. 


Ansatz 2: 1,0016 ¢ 1(+-)-GIS-HCl mit 25 ccm 20°/,iger HCI 20 Stunden 
am RickfluBkiihler schwach gekocht: Kindampfen und ‘Trocknen wie vorher: 


Riickstand — 1,0059 g; davon 0,2327 g in 5,0 ccm 9°/jiger HCI gelést: ap 
+ 1,076°, [a]p 1 28,86°; 7’ 1,10; 25mg derSubstanz verbrauchten nach 


dem Alkalisieren mit gesattigtem Natriumborat und Destillation keine vor- 
velegte Saure, enthielten also kein Ammoniak; 0,334 g Substanz aus 20°/,iger 
HCl umkrystallisiert, ergaben 0,820 ¢ Hydrochlorid, d.i. 96°/, Ausbeute, wobei 


die spezifische Drehung auf [«]p {}- 30,28° anstieg (0,2156 g mit 5,0 ccm 
%°/,iger HCI gelést, ap - 1,046°); der Titrationswert ist derselbe. wie von 
dem reinen Glutaminsdurehydrochlorid: 7 — 1,09. 


Tabelle 1 


Partielle Racemisierung von Glutaminsiure beim Kochen in 
Salzsiure 





Konzentration der 
eesti Ausgangsl6sung an H vdrolyse- W iedergefundenes 
Ansatz ' ISH] ; 
ven : J’ zZelt (iGIS—HCI enthalt 
i-GIS—HCI HC] 4 
oye vag in Stunden 0', d-Form 
i */, in */, 
| | 37—20) 7 3,5 
yA } 2) 2() 4.) 











Ahnliche Versuche sind kirzlich von Abderhalden und frither vou 
Johnson (1940, b) und von Arnow und Opsahl (1940. ¢) verdffentlicht 
worden. 


Johnson.... . 35.5 Stunden 37°/,iger HCI 4,6°', d-Form 
Arnow u. Opsahl 100 Stunden — 20° giger HC] 10,7°', d-Form 
30 Stunden 20°/,iger HCL 2,4°/, d-Form 

9 Stunden 37° )iger HC! 2,2°/, d-Form 








Arnow hat die Starke der Racemisierung bestimmt, indem er nach dem 
Iwochen die Glutaminsaure durch Auskrystallisieren isoliert und dann erst 
analysiert hat. Seine Ausbeuten waren aber gering, wobei bekanntiich die 
eroBe Gefahr besteht, daB man nicht das gesamte Racemat erfaBt, weil es 
leichter léslich ist als die optisch-aktiven Komponenten. Weiter kocht Arnow 


ia) 


offenbar in der 37° ,igen Salzsiure am RiickfluBkiihler. wie wahrscheinlich 
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auch Kogl bei seinen’ Hvdrolysen und nicht im DruckgetaB; dann entweicht 
natiirlich der SalzsiureiiberschuB, so daB sich die Salzsiurekonzentration ver- 
ringert. —- Immerhin entstehen nach beiden Hydrolysearten, der K6¢lschen 
und der Chibnallschen, einige Prozente d-Form, bei uns bis 4°/5. 

Die Gegenwart organischer Bestandteile in der salzsauren Lésung be- 
schleunigt ebenfalls eine Racemisierung der Glutaminsaure nicht so, um groBere 
Mengen d-Form zu finden. Fir Carbonylverbindungen, wie Brenztraubensaure, 
Lavulinsiure u. a. haben das Zeile und Meyer (1941) nachgewiesen, fiir die 
EiweiBhydrolyse beweisen das die vielen Aufarbeitungen normaler CGewebe. 

DaB in der Kiweibchemie eine lingere Hydrolysenzeit (um 20 Stunden) 
ublich ist, als von Kégl angewendet wurde (7 Stunden), hat Chibnall schon 
betont (1940, a). In der folgenden Kurve (Fig. 1) wurde der Hydrolysegrad 
am <Anstieg des Amino- und Ammoniakstickstoffs bestimmt. Von einem 
Hydrolyseansatz mit 20° ,iger HCl von RindermuskeleiweiB wurden zu den 
bestimmten Zeiten Proben fiir Gesamt-N, NH.-N und NH,-N entnommen; 
man sieht, daB zwischen 7 und 22 Stunden noch etwa 3°), Aminostickstoff ent- 
stehen, die sicher nicht belanglos sind. 
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Fig. | 


Vermehruny des Aminostickstoffs bei lingerer als 7-stiindiver Erhitzungsdauer 


Dasselbe Ergebnis zeigt die zusammenfassende ‘ab. 2. Bei 
einer Reihe von spater auf Glutaminsiure aufgearbeiteten Hydro- 
lysaten wurde der Erfolg der Spaltung mit Salzsiure nach Koégl 
und Chibnall bestimmt und als fretgewordener Stieckstoff in 
Prozent vom Gesamtstickstoff angegeben. 

Da auch ner nach den Chibnallschen Hydrolysebedingungen 
ima Mittel ur 4°/) Aminostickstoff mehr entstanden sind, wird also 
die kiurzere Hydrolvysenzeit nicht vélhe durch den hoheren Gehalt 
an Salzsiure ausgeghchen, vor allem. wenn man bedenkt, dal 
wihrend der Hydrolyse so viel Salzsiuregas durch den Rickflub- 
kihler abdampft, dali die Salzsiurekonzentration 1) der Losune 








102 Volker Klingmiiller, 


Tabelle 2 


Bildung von Amino- und Ammoniakstickstoff bei verschiedenen 
Hydrolysearten 





Gesamt-N N 
Nr. Crewebe in g pro 


| Ansatz | NH,-N | NH,-N |(NH,-+NH,)-N) 


in ®, vom Gesamt-N 


A. Nach KoégI: dreifaches Gewicht 37°/,ige HC], 7 Stunden gekocht 











l Kieralbumin ........ $67 72,8 8,3 81,2 
2% Ejieralbumin ........ 1.13 HOLS $9 78,7 
3 Lindermuskulatur .. y Ay 4 tio 7.4 84,9 
Lebermetastasen, 

Magencarcinom .... 14.87 71,0 6,0 71,2 

5 | Magencarcinom ..... 2,05 75,8 6,2 82,2 
6 | Netzsarkom ........ 2,74 70,3 6,3 76,6 
7 1 Knochensarkom 2 85 69,2 6.2 15,4 
Mittel: Tele fag 80° 


a 


B. Nach Chibnall: sechsfaches Volumen 20°/,ige HCI], 22 Stunden 




















8S | Papainunloslicher 
Rickstand v. Leber- 
metastasen (Gallen- 
blasencarcinom) ... 2.39 78.7 Be 86,4 
Y | Normale Rinder- 
muskulatur ....... y Be 2 0 15,7 6,2 S19 
10 | Lebermetastasen, 
Magencarcinom .... 14,8 74,5 9.6 84,0 
Mittel: 10") 3"). 849/, 
C. Papain-Vorverdauung, anschleBend HCI-Hvdrolyse 
11 | Papainloslicher ‘Teil 
von Lebermetastasen 
(Gallenblasen-Ca) .. 1.74 79,9 S,1 87,8 
12 | Gesamter Papainansatz 
der Lebermetastasen 140 | 86,4 ‘2 ).7 
13 | Mammacarcinom .... yes | $2.6 1.0 86.6 
14 | Rindermuskulatur .. 20,70 | S15 8.5 S98 
15 | Kieralbumin ........ 21,10 | 76,1 12.0 88.0 
Mittel: at, 7), §8°/,, 


bis zum linde der Reaktion auf 27°/, absinken kann. Das geht aus 
der Titration der Hydrolysate von Mialbumin (Tab. 2, Nr. 2) und 
des Netzsarkoms (Tab. 2, Nr.6) und aus den Gewichtsverlusten 
nach dem IHrhitzen hervor. Diese Salzsiitureverluste traten bei dem 
Chibnallschen Verfahren nicht ein, die Ausbeuten an Aminostick- 
stoff sind orober. Die hochsten Werte an Amiostickstoft wurden 


} ra °_ 7 } ‘.% e / 1 
von uns erhalten, wenn vor der Iinwirkung der Salzsdure (nach 


Koel oder Chibnall) mit Papain enzymatisch gespalten wurde 
(vel. Versuch C der Tab. 2). 


— 
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Die Hydrolysate missen fiir die Fraktionierungen wieder welt- 
vehend von der Salzsiiure befreit werden; das wurde am _ besten 
durch einmaliges Kinengen zu emer fast festen Masse im Vakuum 
erreicht. In der Literatur wird allgemein empfohlen, weitere Salz- 
siuremengen dadurch zu vertreiben, daB man wiederholt den 
Destillationsrickstand mit Wasser aufnimmt und einenget. Wir 
haben solche Destillate gesondert aufgefangen und die wber- 
cegangene Salzsiure titriert. Dabei zeigte es sich, dab im Verhalt- 
nis zur gesamten Salzsiiure so wenig iiberdestilliert wurde, dab sich 
diese Methode nicht lohnte. Da man aufberdem bei der Glutamin- 
siure immer die Gefahr der Racemisicrung und der Umlagerung 
zur Pyrrolidoncarbonsiure beachten mub, wurde hier vom wieder- 
holten Eindampfen volhg Abstand genommen. 

Aufarbeitung der Hydrolysate. Als Vorbereitung fiir die Ge- 
winnung der Glutaminsiiure ist von Koel und Erxleben die 
Kupfer I-oxydfillung (Abderhalden und Fuchs, 1908) und die 
Iixtraktion mit Butanol nach Dakin angewandt worden. Wenn 
ndtig, fihrten sie eine Reimigung mit Kohle durch. Chibnall 
und Mitarbeiter benutzen dagegen die in ihrem Laboratorium er- 
probte Foremansche Fallung der Kalksalze mit Alkohol (1940). 
Diese Aufarbeitungen wurden von uns ebenfalls verwendet, auber- 
dem wurde in emigen Fiillen das Hydrolysat nur mit Kohle aut- 
vekocht. Diese Fragen der Vorbcehandlung sind besonders wichtig. 

Um emen Kindruck von den quantitativen Verhaltnissen zu 
bekommen, wurde bei einer Reihe von Aufarbeitungen der Stick- 
stoffgehalt vor und nach der Reimigung bestimmt; in der Tab. 3 
ist anvegeben, wieviel Prozent vom Gesamt- und Amuinostickstoff 
ius dem urspringhchen Hydrolysat entfernt worden ist. 

Bei der Vorreinigung mit Kohle oder Kupfer l-oxyd wurde 
also nur verhiltnismabie wenig Stickstoff entfernt, 1m Gegensatz 
zu den Fraktionterungen nach Dakin oder Foreman. Dab 
der Vorteil dieser beirden letzten Methoden weder auf Kosten der 
1( -)- noch dl-Glutaminsaiure vor sich geht, zeigt Tab. 4. 

Durch die Versuche in Tab. 4 ist also gezeist worden, dab alle 
diese Wege sich grundsitzlich zur Auffindung von racemischer 
Grlutaminsiiture eignen. Wenn man anninmt, dab im Gewebe 
Glutaminsiiure in etwa 10°) pro TrockeneiweiB als Hydrochlorid 
onthalten ist, so wurde bei einern Ausatz von 3 ¢ di-Glutaminsiure- 
hydrochlorid) zu 100 ¢ Trockeneiweib das gesamte tsoherbare 
Glutaminsiurehydrochlorid 13 a4 betragen mit 1,5 5 d-}orm; dann 


enthalt die vorliegende Glutaminsaéure 11,5°/) d-Fform. Das ist aber 
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Tabelle 3 


Der durch verschiedene Aufarbeitungen von Hydrolysaten 
entfernte Stickstoff 



































Butanol- N in °/, des vor der 
Reinigungs- : Extraktion Reinigung 
methode Nr. Material DH lextr.- vorhandenen N 
vor/nach Zeit ek aia , 
Std. |Gesamt-N} NH,—-N 
Cul-oxydfall., | 1 |LebereiweiB mit 14.7 14.7 
Entkupferung d,1-G1IS—HCl- 
mit H,S 
2 |Knochensarkom 25.0 21.8 
3 |Kieralbumin 4 ie 1,0 
4 |Magencarcinom 26.3 24,2 
Mittel:  22°/, 15°/, 
Butanol-Extrak- | 5 |Lebermetastasen} 7.0/5.5 24 77.4 76.0 
tion n. Dakin (Gallenblasen- 
carcinom), pa- 
painlosl. Frakt. 
6 |dsgl., Gesamt- 6,7/6,5 20 68,2 70,0 
papainansat7z 
7 |desgl., papain- 7,2/7,2 24 58,0 59,2 
unlésl. Frakt. 
8S |Netzsarkom mit | 7,0/7,1 24 (29,2) (35,6) 
d,1l-GIS—HCI- 7,5 48 56,2 8.6 
Zusatz 
9 |Kieralbumin mit 
d,1-GIS—HCI- 
Zusatz 7,0/7,6 38 45,¢ 44,2 
10 |Netzsarkom IWS | & 47,1 43.5 
Mittel: §9°/, 57°/, 
Kalksalzfallung | 11 |Magencarcinom 88,6°/, 84,99/, 
mit Alkohol 
nach Foreman- 
Chibnall 














em Gehalt, der von Kégl und Krxleben sehr oft in Tumoren 
gefunden worden ist und dessen Isolierung von der anzuwendenden 
Methode verlangt werden mul. 

Da die Glutaminsiiure aus den Mutterlaugen nach einer Frak- 
fiomerung mit Abtrennung von wesenthchen Amuinosiiuremengen 
ungleich schneller, grobkérmiger, besser absaugbar auskrystallisiert, 
und da die Kupferoxydulreimgung nicht bequemer ist (man mub 
auch zwenmal Niederschlige abtrennen und auswaschen), ist im 
allgemeimen der Dakin- oder Foreman-Aufarbeitung der Vorzug 
zu geben. Die letztere hat noch den Vorteil, da durch Ausfillune 
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Pabelle 4 
Wiedergewinnung von zugesetzter racemischer Glutaminsaure 
aus EiweiBhydrolysaten 
Vergleich der verschiedenen Reinigungsmethoden (vgl. 8S. 103) 














Ansatz Ergebnisse der Aufarbeitung 
a ‘ On i 2 
7 = OL > ite a | ~8 
= be 2 in; = fos a (a.m = | & 
bo = = 5-7, Bo im ssalo ee too |B 
26 (2| €& \|@el €* Bee sla ae) ice | ome 
Be |s S24) 5 2382/4 em] * 22% 
~ Rm és a a 1S Oe leh - on 
A on ton ee eh a ame ior Tied SP = -— 
sg - Gu &) - 
Nur Kohle]| 1 | Eier- 10,0) Koégl 5,0 a |1,46)4 20,2°| 0,267 | 62,8 
| albumin b OL 4 2,8° O,O47 | 
| 
Cu,O- 2{  Kier- 10.0. Kégl 5,0 a | 1,07 -- 18,4°| 0,240 76,0 
ar Ss ° ; 90 | | 
Fallung | albumin b (0,388 + 9,9° 0,140 | 
Butanol- | 3 Kier- 10.0 Koégl 5.0 11,38) + 19,1°) 0,274 | 54,8 
. ° | | , 
Extrakt. albumin | | 
Dsgl. 4 Netz- 10,0) Kégl 1,0 a |0,89 | 29,1°! 0,037 | 43,6 
| sarkom b (0,13 4 28,1° 0,007 
| 
Foreman-]| 5 | Leber- | 25,0 Chib- 2.5 a | 3,70 + 25,0") 0,392 | 84,6 
Chibnall | metast., nall b (0,25 — 2,5°| 0,136 | 
Magen-Ca 


der Glutaminsiure Kochsalz und Ammomuimehlorid in Losune 
bleiben und abgetrennt werden. 

Das Kupfer F-oxyd soll man ,,im Uberschub zugeben; um 
diesen Punkt besser zu erkennen, wurde nicht emige Minuten, 
sondern so lange mit dem Oxyd in’ WKohlensiiureatmosphare ge- 
schiittelt, bis die Reaktion kongo-alkalisch, aber noch lackmus- 
sauer war. Bei stirker saurer Reaktion ist der Reimiguneserfoly 
zu gering, da dann noch viele Huminsubstanzen in Losung bleiben. 
Bei neutraler Reaktion ist das in Gegenwart von Sauerstoff ent- 
stehende Kupfer [I-glutaminat zu schwer loslich, das aber schon 
bei kongo-neutraler Reaktion loslich ist. Pope und Stevens (1939) 
bestatigen fur den alkalischen Bereich (pu etwa 10), dab die schwer 
loshchen Kupfer ti-verbindungen der Aminosiuren in Gerischen, 
vor allem in Hydrolysaten, nicht ausfallen. Beide Kupferoxyd- 
und Schwetelwasserstoffniederschlige wurden blo® ciomal mit etwa 
Yn-Salzsiure ausgewaschen. In 4 Fallen wurde durch bestimmune 
nach van Slyke festvestellt, dab im Schwefelwasserstoffnieder- 
schlag nur ]—2? - Amumiostickstoft vebunden bhieb. 

Ber der Butanolextraktion (Dakin, mit den Verbesserungen 
von Freudenberg) ist der Fraktiomerungserfolg deuthch vom pu, 
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aber auch von der Zeit (Tab. 3, Vers. 8) abiingig. Das pa anderte 
sich fast im Verlauf jeder Mxtraktion. Ks wurde mit Lyphan- 
lndieatorpapier auf px = 7,0 +- 0,1 eingestellt. Diese pu-Anderun- 
een beruhen zum Teil sicher darauf, daB infolge der verschiedenen 
Zusammensetzung der Kiweifikorper aus Aminosiuren diese ver- 
schieden aus den neutralisierten Hydrolysaten extrahiert werden. 
Kis war uns noch nicht méehech zu untersuchen, ob man durch Kin- 
stellung und Konstanthaltung eines bestimmten px mit cmem aus- 
reichenden Puffer eine feinere Fraktionierung der Aminosiiuren 
erazielen kann. 

Die Foremansche Methode erfordert Ubung (Chibnall, 
1939). Wenn die Kalksalze nach Koel als ,.brauner Sirup aus- 
fallen und an den Wiinden kleben’, wie auch wir anfangs be- 
obachteten, so beruht das nach unseren Erfahrungen darauf, dab 
im entsprechenden Stadium des Alkoholzusatzes nicht stark genug 
(mechanisch!) gerithrt oder nicht vorsichtig genug gcfallt worden ist. 


Auskrystallisieren der Glutaminsaure. Die salzsiiurefreien Hy- 
drolysate wurden nach der Reimeung oder Fraktionierung zur 
Auskrystalhsation der Glutaminsiure zu einem Sirup eingeengt. 
fherzu wurden die Losungen, die mit Kohle oder Kupfer l-oxyd 
vorgeremigt waren, bis zu emem ,,gerade noch flicbenden Sirup” 
konzentriert. Dann wurde be: 0° mit gasf6rmiger Salzsiure ge- 
siittigt und mit 1(-+)- und dl-Glutaminsiiurehydrochlorid geimpft. 
[m Gegensatz zu Koéel (1989, b) war eine Krystallisation der 
Glutaminsdiure unter diesen Bedingungen auch nach 38—4 ‘Tagen 
nicht zu erzielen (vel. Arnow und Opsahl und Abderhalden, 
1942). Deswegen wurde es zur Regel gemacht, mindestens 10 Tage 
in guter Kaltemischune stehen zu lassen. Die nach Chibnall auf- 
eearbeiteten Hydrolysate brauchten nicht ganz so stark eingeengt 
zu werden, wodurch man nach Kk. Thomas den Vorzug hat, dab 
die Krystalle grobkérmger ausfallen; das war oft schon nach 
2—4 ‘agen ber 0° der Fall. 


Um das Absaugen der Sirupe zu erméglichen, wurden sie mit cisgekihlter 
gesittigter Salzsiiure so verdiinnt, daB nach 1 bis héchstens 1!/, Stunden alles 
durch ein mit Kismantel gekiihltes Clasfritter durchgelaufen war. Aus der 
Mutterlauge wurden mindestens 1—2mal in gleicher Weise Krystalle zu iso 
lieren versucht. Je besser die erste Ausbeute an Rol! 





Lohkrystallen war, um so 
schlechter war hier weitere Glutaminsiure zu erhalten; trotzdem wurde es 
immer versucht. Wiahrend die Rohkrystalle aus gesittigter Salzsdure gefallt 
werden miissen, wurden aile reineren Prijparate nach eventucller Behandlung 
mit Kohle, wie bei Kogt (1939, b) aus 20°/,iger Salzsdure umkrystallisiert. 


1c A } : ha } ; = ma 2 —— , Ke nirnil = } - | sé 
Diese Ne LnoUde WUrae dUuCii YOU lifts in einem IVLOUOCTOLUVersuca wis DeSte 
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bestatigt. [es wurden kiinstliche, partiell racemische (Clutaminsiurepraparate 


mit 5 und 10°), d-Form aus gesittigter und aus 20°/,iger salzsaurer Losung 
umkrystallisiert. — DaB beim Auswaschen der Krystalle mit eiskalter konzen- 
trierter Salzsiure keine Verluste auftreten, wurde ebenfalls nachgeprift. 
Die Glutaminsiiureausbeute aus den Tumoren wurde umgerechnet, ent- 
sprechend den bekannten Mengen, die fiir Analysen usw. entnommen wurden. 
Kogl legt Wert darauf, da der Verlust beim Umkrystallisieren 10° 


» Hydro- 
ehlorid nicht uberschreiten soll, damit das Racemat nicht 


herausgereinigt 
wird (1939, b). Das war nicht immer mdglich, da die Ausbeuten unserer ersten 
raktionen meist doppelt so hoch wie in seinen Aufarbeitungen waren. Unser 
Verfahren hatte sich zudem bei der Aufarbeitung der Racemate bewiihrt. 


Zur Bestandigkeit der Glutaminsaure. In konzentrierter Salz- 
siure wird die Glutaminsiiure auch in der Hitze bei der uwblichen 
Hydrolysenzeit fiir Kiweibe nur zu etwa 4°/,) racemistert; dagegen 
erfolet die Umwandlung in Pyrrolidoncarbonsiure (vel. besonders 
Wilson und Cannan) beim Erhitzen in wabriger L6sung oder in 
verdinnten Sauren sehr leicht. Dics ist zu beachten, da beim Um- 
krystallisieren der Glutaminsiure mit Hindampfen der wabrigen 
Losune eme solche Umwandlung erfoleen kann. 


Pabelle 5 
KinfluB der Salzsaiurekonzentration auf die Bildung von 
Pyrrolidoncarbonsaure aus Glutaminsaurehydrochlorid beim 
Kochen in wabBriger Lésung; Resynthese mit starker Salzsiure 


Versuchsansatze: Konzentration an Glutaminsiurehydrochlorid etwa 
BE” 


v* 

Ansatz 1—7: Je 0,501 g 1(4+-)-GIS-HCI in 4,5 cem mit Wasser und ver- 
schiedenen Mengen Salzsiure gelést (Salzsiurekonzentration der Losung vegl. 
Tabelle) und mit Ausnahme der Kontrolle (Nr. 1) 2 Stunden 


— 


im siedenden 
Wasserbad erhitzt, abgekiihlt, mit Wasser und so viel Salzsiure auf 10,0 cem 
aufgefillt, daB die Losung 9°/,ig an Salzsiure wurde; Polarimetrie; vom Rest 


nach Kintrocknen im Walilaugeexsiccator Bestimmung des ‘Titrationswertes. 


Ansatz 8 und 9%: 7,0 com einer 11,43°/,igen L6sung von 1I-GIS—HCI in 
Wasser 2 Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt; abgekihlt und so auf- 
vefullt, dab 20,0 com 9°/,ige salzsaure L6sung zum Polarimetrieren vorlagen; 
ein Veil davon fiir den ‘Vitrationswert getrocknet; 10,0 cem davon im MeB- 
kolben zur Resynthese der entstandenen Pyrrolidoncarbonsaure 2 Stunden 
im siedenden Wasserbad erhitzt, abgckihlt; Wasserverlust 


erginzt, Polari- 
metrie, Titrationswert. 








Nr. des Ansatzes 1 Kontrolle 2 3 { 5 
HCl-K onzentration 1S? (0 Of. 29 
0 ) {) rT] 
LT) 1,248” 1.2349 | + 1.194° 1, 184° 1,134° 
31.3° 3 2° 20). 29 6 28.3° 
1 1.10 110 
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Tabelle 5 (Fortsetzung) 





Xr. des Ansatzes 6 | 7 8 | 9 
HCl-Konzentration rie 0,5°/, () wie Nr. 8. 
dann Resynthese 
Oy - 1070° -+ 1,016° | + 0,784° . 
ar], aO,4" 25,4° i. 24,59 | 30,1° 
= 1.05 1.09 


Tabelle 6 


KinfluB der Zeit auf die Bildung von Pyrrolindoncarbonsiéure aus 
Glutaminsaiure beim Kochen in Wasser 


Ansatz: 2,5 ccm einer 20.0°/,igen (g/cem) waBrigen Lésung von I(-+-)- 
GIS-HCl wurden im siedenden Wasserbad erhitzt, Zeiten vel. die Tabelle: zur 
Polarimetrie mit je 5,0 com IS° ,iger Salzsiure und Wasser auf 10,0 ccm auf- 
gefiillt. 














Nummer aa ap (°) [a|p (°) 
| 0 t- 1,254 + 31,35 
: I + 1,248 + 31,20 
3 3 1,248 t- 31,20 
4 lO 1 1,222 L 30,55 
5 30 1,166 ~ 29,15 
6 60 1,098 L. 27,45 


Tabelle 7 


Kinflu®B der Temperatur auf die Bildung 


von Pyrrolidoncarbonsaiure aus Glutaminsaure 


Ansatz 1: 2,5 ccm der 20,0°/,igen 1(4-)-GIS-HCI]-Lésung wurden nach 
24stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur mit 5,0 cem 18°), iger HCl und 
Wasser auf 10,0 ccm aufgefiillt und polarimetriert. 


Ansatz 2: [tm 10,0 com-Kolben 0,503 ¢ 1(4-)-GIS-HCL mit 4.5 cem 
Wasser gelést und bei 35° stehengelassen; mit 5,0 cem IS8°/,iger HCl und 
Wasser auf 10,0 com aufgefiillt, polarimetriert. 





Ansatz 3: 0,518 ¢ I( +-)-GIS—-HCI mit 0,5 cem 9°) ,iger HCl und 4,0 com 
Wasser gelést und bei 35° stehengelassen, mit 4.8 cem 18°), iger HCl und Wasser 
auf 10,0 cem aufgefillt und polarimetriert: 





Ansatz 4—7: Je 0,496 ¢ 1(4-)-GIS-HCI im 10,0 cem Kolben in Wasser 
bzw. HCI gelést; ein weiterer Kolben dient als Kvontrolle: Ansatz 4 und 5: 
4 Stunden auf 60° erhitzt: Ansatz 6 und 7: desgleichen auf 36° erwirmt: alle 
aufgefillt mit HC] und Wasser auf 10,0 ccm, so daB eine 9°/,ige salzsaure 


Losung zum Polarimetrieren vorlag. Kouatrolle [«]p  31,30°. 
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Tabelle 7 (Fortsetzung) 

















Pi batecumings Toit GIS-HCl- Salzsaure- 
Ansatz| ~~“ P& sisi Konzentrat. |konzentration [a]p (°) 
(°) Stunden (°/) (°/o) 
| Zimmer- 4 2”) :. 31.40 
temperatur 
2 35 24 1] +. 30,77 
3 35 24 12 . SIL} 
4 36 { 10 - SL,UZ 
5 36 4 10 O05 - 30,95 
6 60 4 10) 30,47 
7 60 4 lO OD 30,42 

















Die Umwandlung wurde als Verringerung der spezitischen Drehung an- 
gegeben und in Stichproben mit dem Titrationswert belegt. Sie ist um so 
starker, je langer die KMrhitzung dauert, je geringer die Wasserstoffionenkonzen- 
tration und je héher die Temperatur ist. Sie ist reversibel, wenn man den 
Ansatz (Tab. 5, Versuch 8 und 9), dessen Drehung bis auf + 24,5° gesunken 
war, wieder mit Salzsaiure erhitzte. Man erhielt wieder Glutaminsaiure (7 
1,09), aber jetzt mit 1,99), d-Form. Das gibt den AnschluB an die obigen 
Lacemisierungsversuche. 


Zur Analyse und Reinheit der Glutaminsaure. Pie Priaparate 
wurden in einem Vakuumtrockenapparat 1 Stunde bei 78° uber 
cesittigter Kalilaugelésung getrocknet. Diese Zeit reicht bet allen 
remeren Préiparaten aus; ber den unreineren hygroskopischen 
Fraktionen mufte entsprechend linger (2—3 Stunden) getrocknet 
werden. Zur Verfoloung der Aufarbeitung wurde von jedem Pra- 
parat die Ausbeute (4) und der Titrationswert (7) angegeben. Ber 
der Ausbeute wurde das vefundenc Gewicht umgerechnet, ent- 
sprechend den fir Analysen usw. entnommenen aliquoten Teilen. 


Fur den Titrationswert (vgl. S. 100) wurden etwa 5 mg eingewogen und 
mit 0,0ln-NaOH gegen Phenolphthalein titriert. Diese cinfache Bestimmung 
als Mikromethode spart Substanz und ist schnell auszufiihren, so daB sie sich 
fiir die laufende Kontrolle besonders eignet. Als Analyse ist der Titrationswert 
den anderen gleichwertig, wie sich bei unseren vielen Bestimmungen immer 
wieder zeigte (vgl. Tab. 10). 

Der Gesamtstickstoff wurde nach Kjeldahl im Parnasapparat  be- 
stimmt, der Ammoniakstickstoff ebenfalls im Parnasapparat mit gesattigtem 
Natriumborat iberdestilliert. Fur die Aminostickstoffbestimmung in der 
Mikro-van Slyke-Apparatur wurde Kaliumjodid-Kisessig nach Kendrick 
und Hanke verwendet. 

Sel einigen Substanzen wurden CH-Bestimmungen von A. Schoeller, 
Berlin-Schmargendorf, ausgefihrt. Dabei ergab sich immer nur dann der 
theoretische Wert, wenn auch der Titrationswert und Stickstoffgehalt stimmten. 
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Die Reinheit des isolierten Glutaminsaurehydrochlorids ist durch diese 
quantitativen Analysen aber nicht gesichert. — Praparate aus Glutaminsaure- 
hydrochlorid, die eine 5°/jige Verunreinigung von den schwer abtrennbaren 
Aminosiuren (als Hydrochloride) Asparaginsaure, Phenylalanin, Tyrosin und 
Cystin enthalten, haben die folzenden berechneten analytischen Werte: 


Tabelle 8 


Berechnete Zusammensetzung von 5" ,ig verunreinigtem 
Glutaminsaurehydroch 


' 


iorid 








Substanz o7,, © o/ N ay [aly (°) 
Reines Glutaminsiurehydrochloria 3 at | 7.04 1.09 31.4 
Desgl., mit 5°/, Asparaginsiure 
MVGROCDIONG. «6 cides ) 32.4 7.07 133 at,] 
we , 
Desel., mit 5°), Phenylalanin- 


~ 


DPUTOCHIOTIO «2. oo kee eek a 5 a | 7.31 1.06 
Desgl., mit 5°, Pyrosinhydro- 
GCmIOnG@ 2.6.4 &. 5 es 33.5 1,58 1.06 29,4 


~ 


Desgl., mit 5°), Cystindihyvdro- 
CMIONIG gids. eos Re? 7.74 17 [8,8 














Bei den beigemischten Aminosauren waren aus der Literatur die folgen- 
den spezifischen Drehungen in Rechnung gestellt: Asparaginsaure in 10°) jiger 


HCI: [«]p !- 25,79: Tyrosin in 21°/jiger HCl: [a]p 8,649; Cystin in 
3.6°/,iger HCl: lalp ~ — 220°. 


Aus dieser Berechnung sicht man, wie wenig 5° ,ige Verunreinigungen 


durch quantitative Analysen erfaBbar sind. Dagegen senken ‘Tyrosin und be- 
sonders Cystin die spezifische Drehung. 5°), ‘Pyrosin wiirde einen Gehalt von 
3°/, d(—)-Glutaminsaure vortauschen, 5°/, Cystin einen von 19°/,; 2°/, Cystin- 


ai = 
dihydrochlorid in Glutaminsaiurehydrochlorid verursacht Kaum noch Ab- 
weichungen der analytischen Zusammensctzung, wiirde aber 8,0°/, d-Form 
vortaiuschen. Asparaginsiiure, die am schwersten zu entfernende Begleit- 


ss 


substanz. hat keinen derartigen EinfluS auf die Drehung. Deswegen wurden 
laufend bei der Aufarbeitung und vor allem von jedem Reinpraparat Nantho- 


CAL 


proteinproben und Cystinproben gemacht, so daf} mit Sicherheit eine 2°/jige 


25 
Beimischung ausgeschlossen werden konnte. 

iir die Polarimetrie wurde zu der Einwaage von Hydrochlorid cine b 
stimmte Menge 9° 


~ 


} 
sige HCI pipettiert, so da der Glutaminsiuregehalt etwa 


aA 


5°/,ig wurde; dann wurde im 10 ¢em-Rohr bei Natriumlicht und 17—21°C au 


5 Ablesungen der Mittelwert gewahlt: die Einzelablesungen schwankten un 
! 


t+ 0,002". Aus der gefundenen Ablenkung wurde wie ublich die spezifisc! 
Drehuneg fiir freie Clutaminsiure berechnet. Sie konnte mit einer Genauigkeit 


mL a 





von + 0.2° wiederholt werden. Bei der Analyse unserer reinsten Praparat 
die aus kauflicher Glutaminsiure (Kahlbaum und Merck) nach zweimalig: 
Umkrvstallisation aus 2O0°/,iger Salzsiure erhalten waren. wurde imme! 
[alp zu 31.49 gefunden; dieser Wert wurde von uns als Normalwert ve: 
wendet;, Ké¢gl benutzt den im Handbuch der Pflanzenanalyse angegeben 
Wert von 31.79 Abderhalden einen Wert on o1,.0° in 20"/,io 


Salzsiure. 
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Mikroskopische Schmelzpunktsbestimmune. 

Mit der Mischschmelzpunktsbestimmung nach Kofler kénnen auch 
soiche Substanzen analysiert werden, die unter Zersetzung schmelzen. Die 
Praparate wurden mit etwa der gleichen Menge Dicyandiamid im Achatmorser 
sehr fein verrieben und dann der Schmelzpunkt, d. h. in kleinen Haufen das 
ZusammenflieBen bestimmt. Das reine Glutaminsiurehydrochlorid schmilzt 
am héchsten, Beimischung von der d-Komponente erniedrigt den Schmelz- 
punkt; das Racemat schmilzt etwa 5° tiefer. Im Gegensatz zu Kofler ist eine 
quantitative Abhingigkeit vom Racemisierungsgrad angedeutet; das beruht 
darauf, daB die Komponentex von uns viel intensiver im Morser gemischt 
wurden. Die Werte sind je nach der t 0,9 
bis + tacemisierungsgrad haben diese 
Praparate von Glutamins&éurehydrochlorid, wie erwahnt, den Titrationswert 
1.09 und einen Stickstoffgehalt von 7,64°/,; zur Kontrolle wurden 5°/jige 
Mischungen von Glutaminsiurehydrochlorid mit Substanzen hergestellt, die 
bei der Aufarbeitung von Hydrolysaten schwer von der Glutaminsiiure zu 
trennen sind. Ihre Mischschmelzpunkte mit Dicvandiamid sind in der Tab. 9 
wiedergegeben. Besonders interessant ist die Schmelzpunktserniedrigung, 
wenn man Pyrrolidoncarbonsaure beimischt; ihre Gegenwart verindert aber 
wie andere Verunreinigungen den Titrationswert. 


Substanz mit einer Genauigkeit von 
1° reproduzierbar. , Unabhangig vom 


Tabelle 9 
Mischschmelzpunkte mit Dicyandiamid; Untersuchung von reinem 
I(+-)-Glutaminsaurehydrochlorid, partiellen Racematen und 
kiinstlichen Verunreinigungen 











ee Oe eee ‘Litrations- Mischschmelz- 
Substanzen ; 
wert punkt (”) 
Kiinstliche Bei- Keine £09 123,5—124,0 
mischungen zu 1°/, d-Form 121,5 
l(-+)-Glutamin- | 2°/, 121,5 
saurehydro- 3,5° 120,5 
chlorid 50/, 120.5 
10°/, 120 
od ae Racemat 10g bts 
5°), Pyrrolidoncarbon- 
siiure } 04 Li] 
5°, d,l-Pyrosin Ol 123.5 
5°), d,l-PEyrosinhydro- 
chlorid 1.06 124—125 
5°), 1(—)-Cystin 1,01 124 
5°), 1(—)-Cystindihydro- 1,09 125—126 
chlorid 
3 /) 1(--)-Asparaginsaure 1,05 23,0 
5” » I{-+-)-Asparaginsiiure- 
; hydrochlorid ILO 119—12] 
15°) d, |-Phenylalanin 
| hydrochlorid 1,08 125 —126 
Praparate v. Lab. 4; l4a get, 3,7°/, d-Form 1,09 120 
isoliert a. Hydrolysa- by ow tp | 109 120.5 
ten, denen d,1-Form a 1s ee LOS 118,5-—120,! 
zugesetzt wurde b | mAb L.O9 118.0—118.5 
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Versuche 

[. Isolierung von Glutaminsiure aus Hydrolysaten, denen d,1-Glutamin- 
siure zugesetzt wurde (vgl. ‘Tab. 4). 

Zusatz von 5°, d(—)-GIS-HCl zum TrockeneiweiB:; Kohle- 
behandlung (Aufarbeitung Nr. 1, Tab. 4): 10,0 g eines kauflichen, kochsalz- 
haltigen Kieralbumins wurden ohne vorherige Reinigung, d. h. ohne Fallung 
mit Trichloressigsiure usw. mit dem dreifachen Gewicht 37°/,iger HCI nach 
K6gl hydrolvsiert, mit 1,00 g d,l-GIS-HCI versetzt, mit Kohle aufgekocht: 
dunkelbraunes Filtrat eingeengt, mit HCl-Gas gesittigt; nach 10 Tagen erstes 
Rohkrystallisat abgesaugt; nach einer zweiten und dritten Rohkrystallisation 
aus den Mutterlaugen blieben als Ergebnis der Aufarbeitung zwei reine Frak- 
tionen: a) Z' = 0,95; A 1,69 g;[a]p | 17,49; N = 6,55°/,; diese Substanz 
gab einen gliihbestandigen Riickstand, sie enthielt kein NH,, nur Na; dies 
wurde nach Weinbach zu 14,05°/, NaCl bestimmt; dadurch erklarte sich der 
niedrige Titrationswert und Stickstoffgehalt; die gute Ubereinstimmung aller 
drei Abweichungen berechtigte hier und bei einigen folgenden Versuchen dazu, 
die Ausbeute und die spezifische Drehung umzurechnen und den Gehalt an 
d-GIS-HCI festzustellen (diese Werte vgl. Tab. 4). Fraktion b) 7 = 0,90; 
A = 0,13 g; [a]p + 2,299; N = 6,55°/,; NaCl = 17,4°/,; auch hier wurde 
unter Beriicksichtigung der Kochsalzbeimischung und der Ubereinstimmung 
der Werte 1 und [«]p umgerechnet; Xanthoprotein- und Schwefelbleiprobe 
negativ (vgl. Tab. 4). 

Zusatz ven 5°), d(—)-GIS-HCI] zum EiweiB, Cul-oxydfallung 
(Tab. 4, Nr. 2): 10.0 g¢ Kieralbumin (NaCl-haltig) wie oben hydrolysiert nach 
K6gl, Hydrolysat mit 1,00 g¢ d,I-GIS-HCI versetzt, Cu,O-Fallung, Ent- 
kupferung mit H,S, einengen, Sattigung mit HCl-Gas; nach 5 Tagen erstes 
Rohkrystallisat abgesaugt; aus der Mutterlauge etwa 0,1 g¢ Kochsalz erhalten; 
keine GIS mehr; zwei reine Fraktionen: a) 7 — 0.91; A = 1,30¢;[«]p +.16,92°; 
N = 6,36°/,; qualitativ nur Na positiv; quantitativ 16,7°/, NaCl:die Uber- 
einstimmung des Kochsalzgehaltes mit den anderen Analysen ermoOglicht wieder 
die Umrechnung aller Werte auf GIS-HCl (Tab. 4); Sehwefelblei- und XNantho- 


proteinprobe negativ. b) 7’ — 0,95; A -- 0,44 g; [a]p -. 8,599; N = 6,92°/, 
NaCl 13.22°/,: Umrechnung: XNanthoproteinprobe: gelblicher NSchimmer, 
0) 


Schwefelbleiprobe negativ. 

Zusatz von 5°/, d(—)-GIS-HC] zum Kiweib; Butanolextraktion 
(Tab. 4, Nr.3): 10,0 ¢ Eieralbumin (NaCl-haltig) wie oben hydrolysiert nach 
Ko6Ogl, Hydrolysat mit 1,00 ¢ d,l-GIS-HCI versetzt; zur Entfernung der HCl 
eingedampft, neutralisiert mit Bariumhydroxyd gegen Lyphanpapier, py 
7,0; Volumen = 225 ccm; 38stiindige Extraktion mit Butanol: px 7,6; 


Volumen = 125cem; Ba als Sulfat entfernt, eingeengt, dunkelbrauner Sirup, 
gesittigt mit HCl-Gas; nach 8 Tagen erstes Rohkrystallisat abgesaugt; aus der 
Mutterlauge keine besondere Fraktion mehr zu erhalten: JZ’ — 1,09; A | 38e; 
| x\p | 19,13°; N = 7,58°/,; kein NaCl. 


Zusatz von 1,0°/, d(-—)-GIS-HC] zum EiweiB, Butanolmethode 
(Tab. 4, Nr.4): 10,0g des Netzsarkoms (K6gl-Hydrolysat) mit 0,200 g 
d,1-GIS-HCI versetzt, zur Entfernung der HCi eingedampft, neutralisiert auf 


PH 7,0; Volumen 270 ccm; py nach 24 Stunden 7,1; Volumen nach 
2 Stunden auf 305 ccm angestiegen, nach 24 Stunden auf 225 ccm wieder ab- 
vesunken; Extraktion nach 48 Stunden beendet; py == 7,5: Volumen 
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[55 com; eingeengt zum dunkelbraunen Sirup: eine Triibung verschwindet 

beim Sattigen mit HCl-Gas; nach 14 Tagen erstes Robkrystallisat abcesaugt; 
7] . 5 . 

aus der Mutterlauge nach 2 Monaten Kaltemischung keine Krystalle; zwei reine 


Fraktionen erhalten: a) 7’ = 1,09; A = 0,89 g; [a]p= + 29,19; N = 7,62°/; 

Schwefelblei- und Xanthoproteinprobe negativ. b) 7'= 1,09; A = 0,13 g; 
[x]p - 28,19; N = 7,61°/,: kein NaCl; Schwefelblei- und Xanthoprotein- 
probe negativ. 


satz von 2,5°/, d(—)-GIS-HCl zum Eiweif8; Chibnallmethode 
(Tab. 4, Nr. 5): 25,0 g vom Lebermetastasenpriparat mit 1,251 ¢ d,l-GIS-HCI 
versetzt, nach Chibnall hydrolysiert, iiber die Calciumfaillung aufgearbeitet, 
eingeengt, gesittigt mit HCl-Gas; nach 5 Tagen erste Fraktion (a) gleich 
analysenrein, aus der Mutterlauge nach zweimaligem Umkrystallisieren 
zweite (b) reine Fraktion: a) T= 1,08; A = 3,70 g; [a]p + 20,0"; IN 
7,60°/,; Schwefelbleiprobe: angedeutet, Xanthoproteinprobe: negativ. b) 7’ 
109; A=0,17 g; [alp= — 2,51°; N = 7,61°f,; Schwefelblei- und Xantho- 
proteinprobe negativ. “ 

Il. {fsolierung von Glutaminsiure aus normalem und ‘Tumorgewebe 
(vgl. Tab. 10)! | 

Normale Rindermuskulatur (Tab. 10, Nr. 1): Nach dem Abprapa- 
salons von Fett und Bindegewebe wog die in der Fleischmihle zerkleinerte 


Muskulatur 83,7 ¢; Trockengewicht: 15,0 g (berechnet aus Kjeldahl-N x 6,25 
13 9g KiweiB; vgl. Abderhalden, 1942); Hydrolyse mit 90 cem 20°/,iger 


HC], 22 Stunden; zweimalige Fallung der Kalkantze nach Chibnall, Calecium- 
entfernung; die eingeengte Lésung mit HCI gesattigt; nach 5 Tagen erstes Roh- 
krystallisat; Gewinnung eines zweiten Rohkrystallisates aus der Mutterlauge; 
Rohkrystallisate vereinigt und umkrystallisiert; nach Aufarbeitung der Mutter- 
laugen erhielt man zwei reine Fraktionen: Schwefelblei- und Xanthoprotein- 
proben negativ. 

Mediastinalsarkom (Tab. 10, Nr. 2): Frischgewicht 1125 ¢; Hydro- 
lyse nach Entfettung und Trocknung mit dem Dreifachen des 'Trockengewichtes 
37°/,iger oe 7 Stunden; Cu,O-PFallung, Mntkupferung mit H,S lieferten eine 
gelblich-briunliche Lésung; Sattigung mit HCl-Gas; nach 1!2 Tagen erstes 
Rohkrystallisat pape rane aus der Mutterlauge noch dreimal weitere Krystall- 
cewinnung, dann keine Ausbeute mehr zu erzielen; alle Krystallisate wurden 
semeinsam umkrystallisiert, so dai nach Aufarbeitung aller Mutterlaugen 
zwei reine Fraktionen ubrighlieben; Schwefelblei- und Nanthoproteinproben 
negativ. 

Lungenmetastasen, Hypernephrom (fab. 10, Nr. 3): Ignaz G., 
54. Jahre, Frischgewicht: 367 ¢; Trockengewicht: 52 ¢; Hydrolyse von 
7+/, Stunden mit 153 ¢ 37°/,iger HC]; Cu,O-Fallung, Entkupferung mit H,5, 
sittigung mit HCl-Gas; nach 3 Wochen erstes Rohkrystallisat abgesaugt, mit 


yweitem Rohkrystallisat vereinigt; die Mutterlauge ergab keine wesentlichen 


il 


a 


weiteren Mengen; nach Vereinigungen und Aufarbeitung der Mutterlaugen 


1) Fir die Uberlassung der ‘'umoren bin ich den Prosekturen folgender 
Berliner Krankenhiauser zu besonderemm Dank verpflichtet: Krankenhaus Buch 
(Dr. Pavlick), Robert-Koch (Dr. Missgeld und Dr. Kaczmarezyk), Vir- 

how (Dr. Klein), Westend (Dr. KGhne) sowie der Miinchener IL. Medizin. 














114 Volker Klingmiller, 


nur eine reine Glutaminsaurefraktion erhalten; Schwefelblei- und Mantho- 
proteinproben negativ: eine weitere Fraktion war unrein. 

Jensen-Sarkom (Ratte) (Tab. 10, Nr. 4)!): Frischgewicht: 205 g: 
Trockengewicht: 37 g; Hydrolyse von 7 Stunden mit dreifachem Gewicht 
37°/jiger HCl: Cu,O-Fallung, Entkupferung mit H,5, die dann gelbliche Lésung 
mit Kohle aufgekocht, eingeengt, Sattigung mit HCl-Gas; absaugen lohnte 
erst nach 4 Wochen; aus der Mutterlauge nach zweimaligem Versuch keine 
wesentlichen Krystallmengen zu gewinnen; zwei reine Praparate; Schwefelblei- 
und Xanthoproteinproben negativ. 

Primiares cirrhotisches Lebercarcinom (Tab. 10, Nr. 5): Oskar B., 
60 Jahre; thrombotische Ausbreitung in Vena portae, Metastasen in Bifurkation 
und parabrachialen Lymphknoten; zur Untersuchung kommt nur die Leber, 
von der die weiBlich gelben Herde, die nur wenige dunkler gelbe Flecken be- 
sitzen, verwendet werden und nicht die hamorrhagischen Herde. Frisch- 
gewicht: 767 g, Trockengewicht: 101 g; Hydrolyse 7 Stunden mit 257 ccm 
37°/,iger HCl; den zihen Sirup nach dem Einengen 40 Stunden tiber KOH 
stehengelassen; Cu,O-Fallung; Entkupferung mit H,S, Sattigung mit HCI-Gas; 
nach 14 Tagen erstes Rohkrystallisat abgesaugt; aus der Mutterlauge nur noch 
einmal nach Kohlebehandlung und Sattigen mit HCl-Gas eine Ausbeute er- 
halten, denn die 3. Fraktion zeigte T — 0,69; Endausbeute: zwei Fraktionen: 
Schwefelblei- und Xanthoproteinproben negativ. 

Magencarcinom, Lebermetastasen (Tab. 10, Nr.6): Meta K., 
56 Jahre; das auBerordentlich geringe Parenchymgewebe der sehr groBen Leber 
ist hamorrhagisch oder gelbbraun; beherrschend sind die grau-rétlichen Meta- 
stasen, von denen einige zentral nekrotisiert sind; von dem nichtnekrotischen 
Gewebe wird so viel verwendet, wie miihelos vollstandig vom Lebergewebe 
abgetrennt werden kann. Frischgewicht: 1500 g; Trockengewicht: 437 g 
(kriimelige, staiubende, feinfaserige Substanz); Hydrolyse 7 Stunden mit dem 
dreifachen Gewicht 37°/,iger HCI, Cu,O-Fallung, Entkupferung mit H.S8, die 
noch recht braune Lésung mit Kohle entfarbt, eingeengt, Sattigung mit HC|- 
Gas; schon nach 5 Tagen abgesaugt: aus der Mutterlauge nacheinander noch 
zwei weitere Fraktionen gewonnen, die vierte Krystallfraktion nur 0,14 g¢ Aus- 
beute; nach Vereinigung der Praparate und Aufarbeitung der Mutterlaugen 
wurden im ganzen zwei reine Glutaminsdurefraktionen gewonnen: Schwefel- 
blei- und Nanthoproteinproben negativ. 

Magencarcinom (Tab. 10, Nr. 7): Hedwig WK , 68 Jahre; scirrhdses 
Magencarcinom mit Lebermetastasen; das verwendete Material bestand aus 
einheitlichem, festen weiBen Tumorgewebe, das in Knoétchen und infiltrierend 
die Magenwand bis fast 2 em stark durchsetzte. Frischgewicht: 197 g: Trocken- 
gewicht: 30 g; 20 g mit 50 ccm 37°/,iger HC] 7 Stunden hydrolysiert; Cu,O- 
Fallung, Entkupferung mit H,S, Sattigung mit HCl-Gas; nach fast 4 Wochen 
erstes Rohkrystallisat abgesaugt; aus der Mutterlauge auch nach weiteren 
4 Wochen in Kaltemischung keine Glutaminsaiure mehr herauszuholen; es 
ergaben sich eine reine, zwei unreine Fraktionen, wovon die beiden letzteren 
keine wesentlichen Glutaminsiuremengen enthielten und bei der reinen auch 
Schwefelblei- und Nanthoproteinproben negativ waren. 


') Kine Tumorratte zum Impfen und einen Teil des Materials verdanke 
ich der Freundlichkeit von Herrn Prof. Dr. Lettré. 
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Netzsarkom (lab. 10, Nr. 8): Emilie G., 48 Jahre; Uterus myomatos. 
post operat.: die blaulich-roten bis blaBroten briichigen, teils hamorrhagischen 
bis apfelgroBen Knoten und Gewebeteile wurden stumpf vom Netz, seinem 
Fettgewebe und den groBen dunkelgelben und stark himorrhagischen Zerfalls- 
herden bequem befreit und im Moérser zerstoBen. Frischgewicht: 730 ¢; 
Trockengewicht: 79 g; Hydrolyse (Tab. 2, Nr. 6): mit 200 cem 37°/jiger HCl 
versetzt, beim Stehen iiber Nacht (Zimmertemperatur) léste sich der anfing- 
lich feste Brei, 7 Stunden erhitzt; aufgefiillt auf 315 cem; Analyse des Hydro- 
lysats vel. Tab. 2; 200 cem zur festen Masse im Vakuum eingeengt, gel6st zu 
200 cem und halbiert zu folgenden Parallelversuchen: 

Tab. 10, Nr. 8: Cu,O-Fallung, Entkupferung mit H,S, Sattigung mit 
HCl-Gas; nach 12 Tagen erstes Rohkrystallisat abgesaugt; nach Vereinigung 
aller Krystallisate und Aufarbeitung der Mutterlaugen zwei reine Priparate. 

Tab. 10, Nr. 9: Butanolextraktion. Diese Aufarbeitung wird wegen 
ihres typischen Verlaufes als Beispiel fiir alle ausfiihrlich wiedergegeben. 


Hydrolysat Nr. 21; Butanolextraktion 


- a 
raat 23 a 
7 Butanolextrakt — 2. Bufanolexirakt wassriger ‘oe 
eine gen 30 Sattigung 
mit HCl 
29 — 
7 ee 26 
A=20679 
Zh 
T=106 26 
=1709 
; | 50 31 
Re iran on (a) Mutterlaugen vereinigt zu3t 
A=147 iin, 
a, = +e 68° . ef ; 
“N= 769 Ho —4 
V 209 % A= 0369 
Reinfraktion (b) 7 2905 J? 
fa 1.09 A= O11 
fal = + 2641° a> ee 


Ne 77 70 9 7 


Fig. 2 


Nr. 21 sind lOO ccm des salzsiurcarmen Hydrolysates, aus 2U g ge- 
reinigtem KiweiB, das 2,74 g Kjeldahl-N enthalt und nach Multiplikation 
mit 6,25 17,1 g TrockeneiweiB entsprach: zur Butanolextraktion (Tab. 3, 
Nr. 10) Neutralisation mit BaCO, und Ba(OH),-Loésung, py 7,0 mit Lyphan- 
papier, rotes Lackmuspapier unverindert, blaues wurde weinrot: Abfiltrieren 
iiberschiissigen Carbonats. Volumen: 265 ccm; nach 12 Stunden Butanol in 

Vorlage erneuert: nach 36 Stunden: Volumen 220 com, PH 7,9 mit 


Wl 
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Lyphanpapier; aus dem waBrigen Rickstand mit 2n-H,SO, alles Ba entfernt, 
Niederschlag mit heiBem Wasser ausgewaschen, einmal mit Kohle behandelt : 
Hauptl6sung und Waschfliissigkeiten nach Vereinigung ==550cem; davon 5,0cem 
fiir Kjeldahl-N, NH,-N- und NH,—N-Bestimmung verwendet; 545 com zum 
schwarzbraunen, gerade noch flieBendem Sirup eingeengt, mit HCl-Gas ge- 
sittiet, mit 1(--)- und d,l-GIS-HCI angeimpft, Kiskochsalzmischung (== Pra- 
parat 24); schon am nachsten Tage einheitlich durchsetzt mit kleinen Kry- 
stallen; nach 14 Tagen erstes Rohkrystallisat (25) abgesaugt, Mutterlauge (26). 


95. B 


Braunlich-weibe Krystalle; Titrationswert (1): 4,679 mg brauchten 





139 com O,OLn-NaOH: 7 0,93: “ei eute (A) 2.67 g; 2,65 2 mit heiBem 
Wasser gelést, mit Kohle behandelt, eingeengt zum Nirup, mit gleichem 


Volumen 37°/jiger HCI versetzt, mit \ - und d,i-GiIS-HCI angeimpft. 


26: Eingeengt zum dunkelbraunen Sirup, mit HC!-Gas gesattigt, mit 
1(-+-)- und d,l-GIS-HC!I a: Kaltemischung; nach 10 Wochen im [is- 
schrank, davon mindestens + Wochen in Kaltemischung, war keinerlei Kry- 
stallisation erfolet; lmpfkrystalle unverandert. 

27: WeiB-gelbliche Krystalle; 7,47 mg brauchten 7,92 com 0,01 n-NaOH: 
i = 560; A 1,70 ¢: 1,68 g aus 20°/,iger HCl wie oben umkrystallisiert und 
angeimpft. 

28 und 30: Vereinigt zu 31, eingeengt zur geséttigten Losung, mit gleichen 
Volumen BP teen HCl versetzt, geimpft, Kiéltemischung; nach 14 Tage 


vs oe *y< oe - >» 
abegesauet, Niederschlag: 32, Mutteriauge: 33. 


29: Rein weibe Krystalle; 5,23 mg brauchten 5,73 com 0,01ln-NaOH, 
‘y 1,10; A 147 g: korrigiert unter Beriicksichtigung der Verluste durch 
Probeentnahme A =- 1,50 g (Tab. 10); 0 i 08 g mit 4,0 ccm 9°/,iger HC! geldst ; 
xD 124°, [alp ~ 30,88°; 3,99 (7,384) mg entsprachen nach Kjeldahil- 
Veraschune und Destillation 2,20 (4,02) com O,OLn-HCI, N ao (i42)" 


Schwefelblei- und Nanthoproteinproben negativ. 

32: WeiBe Krystaile; 4,08 mg brauchten 4,385 com U,0In-NaOH; 7 
1.06: 0,36 7; 0,33 ¢ weiter umkry stallisiert aus 20°/ iger HC] wie oben. 

33: Eingeenet und geimpft wie bisher. 

34: Rein weibe Krystalle; 3,39 mg brauchten 3,68 com 0,0In-NaOH: 
i 1.09: A 0,26 g, korrigie rtvel. Tab. 10; 51,23 mg mit 1,0 cem 9° /jiger HC} 


celOst, xp | 166°, [a\p 28,419; 2,67 (5,75) mg entsprachen nach 
Njeldaht-Veraschung und Destillation 1,46 (3,16) cem 0,0In-HCI, N 7,00 


' 


w feakar i) ° , anth > yr 7 egaty 
(4,40) /o> schwefe blei- und Nanthoproteinpre wen negatlyv. 


36: Weibe Krystalle; 1,75 mg brauchten 1,80 com0,01n-NaOH: T= 1,03: 


A 0,11 g; 30,55 mg mit 1,0 ccm 9°/,iger HC! gelést, xp ison lalp 
3 O40. orOBere Genauigkeit war bei diesen geringen Substanzmengen nicht 


zu erzielen. 
oo und 37: Nach den Analysenwerten ihrer Krystallisate enthalten diese 
Mutterlaugen keine wesentliche Giberecaehice mehr. 
Magencarcinom (Tab. 10, Nr. 10): bestehend aus a) Franz R., 71 Jahre, 
bronchopneumonische Herde im rechten Lungenunterlappen, Zustand nach 
abgelaufener Pneumonie, fibrinése Pleuritis tiber beiden Unterlappen, Ixsudat 


in seleke Pieurahdhlen, Randemphysem, scirrhéses Carcinom des Magens mit 

Me astasicrungen in die Wirbelsiule und die paraaortalen ‘gies Sor 
dilatation des Herzens, Stauungsorgane, linksseitige Hydronephrose, Prostata- 

ae. Frischgewicht des zerkleinerten Ca-Gewebes: 70g, Trocke: 
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ceewicht: 7,0 g. b) 10 g vom Magencarcinom (Tab. 10, Nr. 7); a) und b) gemein- 
sam mit 85 eem 20°/,iger HCl 22 Stunden erhitzt zum schwachen Sieden: 
Chibnallsche Fraktionierung, eingeengt, Sattigung mit HCl-Gas; nach 
6 Wochen erstes Rohkrystallisat : eine reine Fraktion, zwei unreine; Mutterlauge 
dreimal aufgearbeitet: reine Fraktion: Schwefelblei- und Xanthoproteinproben 
negativ. 


In der Tab. 10 sind die Ergebnisse der Aufarbeitungen zusammengefaBt . 
Der K6glsche Racemisierungsgrad lieB sich auch hier nicht bestitigen. 


Bei normalem und Tumorgewebe finden Abderhalden, Chibnall und 
Mitarbeiter, Graff, Rittenberg und Forster, Johnson, NKonikova, 
Th. Wieland, Woodward und Mitarbeiter und wir, ferner Chargaff im 
Phytomonas tumefaciens und Town im Pflanzeneiweif immer einen geringen 


Gehalt an d-Form, und zwar bis etwa 0,3—0,4°/, pro TrockeneiweiB, d. h. bis 


4°/, pro isolierter Glutaminsiure. Daf} es sich bei unseren Versuchen tatsach- 
lich um d(—)-Glutaminsdiure handelte, ist auBerdem durch den Mischschmelz- 
punkt mit Dieyandiamid bewiesen. Wenn man auf Grund der obigen Race- 


misierungsversuche, die beweisen sollten, daB 20—S0°/, ig racemische Glutamin- 


siiture so nicht entstanden sein kann, die Arbeiten daraufhin durchsieht, wie 
oft auBer der Hydrolyse immer wieder erhitzt, eingedampft usw. worden ist, 
so kommt man oft schon bei 6—Sstiindiger Hydrolysendauer auf Zeiten von 
iiber 20 Stunden, wo die Glutaminsiiure mehr oder weniger stark in ver- 
schiedenen Sauregraden erhitzt worden ist. Man mu daher annehmen (Lip- 
mann und Mitarbeiter, 1940, a), da diese d-Form zur Hauptsache Kunst- 
produkt ist. In vielen Fallen mag sie aber doch auch durch geringe Beimengung 
von Aminosiuren vorgetiuscht sein, vor allem Cystin. Grundsatzlich scheinen 
optische Antipoden vom lebenden Gewebe im biologischen Stoffwechse! 
eebildet werden zu kGnnen. Dafiir spricht das Vorkommen und die Verwertung 
der 1(-}-)- und d,\-Milehsiure oder die lsolierungen von t-Anatabin aus dem 
Tabak (Spath) und méglicherweise das Vorkommen von d-Peptidasen (vg! 


Herken, 1942: Maschmann, 1942). 


ZAusammentassung 


lan Iiwerb vom bosartigen Gewebe konnte dt ( 
siture micht im solcher Menge nachgewiesen werden, dal ihn 
wesentlche Rolle als Baubestandteil des b6sartigen Gewebes zu- 
eesprochen werden kann. 


» Chie 


Die gesamte aus cinem Tumor isolerte 


Glutamimsiure enthielt hochstens bis 5,6°7, d-Form, so dab aus 





Trockeneiweus nicht mehr als 0.2—0.59') isolert werden konnte. 


Die angewendeten Methoden, Reimigune der Hydrolysate mut 


Kupfer l-oxvd, Mxtraktton mit Butanol oder Fallune der Diarbon- 


siiuren als Kalksalze werden besprochen und ihre Brauchbarkeit 


fiir die Isoherune auch yon partiell racemischer Glutamuinsiure 
bew1esen, 





Zum Schlub danke ich Friulem Gertrau Schill 
verstiindige Mitarbeit. 
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Bestimmung von Bilirubin in kleinen Blutmengen 
(Cutanblut) 


Von 





Torben K. With*) 





Aus der Medizinischen Universitidts-Poliklinik, Konenh 


Der Schriftleituny zugegangen am 18, Januar 1945 


Fir die Bestimmung des Bluibilirubins eibt es ganz einfache und 
auch kompliziertere Methoden; fir alle bendtigt man aber min- 
destens '/, com Blut. Da Bestimmungen an kleineren Blutmengen 
(0,05 ml, 0,10 ml z. B.) im der Khnik, wo man Cutanblut aus Ohr- 
lappchen oder Fingerspitze verwenden kann, und bei Versuchen 
mit klemen Tieren grofe Vorteile bieten kénnen, wurde eime solche 
Methode ausgearbeitet. 


Bemerkungen itiber die Methoden fir Serum 

Man kann Serumbilirubin direkt (nach Meulengracht 1918, 
1920) oder mit Hilfe verschiedener charakteristischer Farbreaktio- 
nen colorimetrieren; die Diazoreaktion nach van den Bergh u. 
Mitarb. (1913, 1916) ist die wichtigste. Heilmeyer (1988) hat 
neulich eme Farbreaktion mit konzentrierter Salzsaure angegeben, 
die spezifisch und zur quantitativen Bestimmung geeignet sein soll. 
Da aber dic Diazoreaktion am besten durchgearbeitet ist sowie bet 
der ,direkten’ und ,jindirekten’ Reaktion (was diagnostisches 
Interesse haben soll) zu gebrauchen ist, so sind wir von dieser bei 
unseren Versuchen zur Mikromethode ausgegangen. 

Die Genatugkeit der direkten Colorimetrie haben wir durch 
Vergleich von Doppelbestimmungen nach Meulengrachts ([kte- 
rusindex) und nach Jendrassik u. Grofs Diazomethode (vel. 
unten) untersucht. Die Hreebnisse sind bei With (1942) 
finden (31 normale und 15 ikterische Sera); sie 


a 


stimmen bet 
direkter Colorimetric und ber Diazoreaktion nicht gut iiberein. 

*) Die Untersuchungen sind mit Untersttitzung des P. Carl Peder 
Konds durchgefiihrt. 














Bestimmung von Bilirubin in kleinen Blutmengnn (Cutanblut) 121 


Fir ikterische Sera ist die Korrelation noch annehmbar; das Ver- 
haltnis Bilhrubin in mg/Tkterusindex hegt zwischen 0,10 und 0,24, 
aber fiir die normalen Sera ist sie schlecht (min. 0,08, max. 0,24). 

Da die Di: azoreaktion | in der benutzten Modifikation sehr spezi- 
fisch und genau ist (vel. unten), sind also die quantitativen direkten 
Messungen im Serum sehr ungenau. Ursaeblich hierfiir ist neben 
vielem anderen auch an die gelben Farbstoffe wie die Carotinoide 
zu denken. 

zoreaktion entsteht Azobilrubin, das bet neu- 

t, ber stark saurer oder alkalisecher Reaktion 
blau ist. Die Reaktion fehlt in normalem Serum oder tritt erst 
nach einigen Minuten auf, aber in gewissen Fallen von Ikterus tritt 
sie sofort em, was man ..direkte Reaktion” genannt hat. Ber An- 
wesenheit von Bilirubin kann man immer die Reaktion sofort bet 
Zusatz des Reagens hervorrufen mit Hilfe von verschiedenen 
Stoffen, z. B. Alkohol oder Coffein. Kine Diazoreaktion, die erst 
nach deren Zusatz hervorgerufen wird, wird mdirckt genannt. 
Ubrigens gibt es viele Ubergangsformen zwischen direkter und 
indirekter Reaktion; z. B. spricht man von verspiiteter direkter 
Reaktion. 

Ber den ailteren Methoden mit Diazoreaktion wurde mi 
\lkohol behandelt. Dicses Vorgehen hat aber den ernsten Mangel, 
da die mit Alkohol gefillten Proteme cinen bedeutenden Teil des 
silirubins mit sich reiBen und thn der Mitbestimmune entzichen: 
solehe Methoden geben daher viel zu miedrige Werte und zwar 
unabhingig davon, ob vor Diazotieruny iiltere Methoden 
oder nach Diazotierung (Jendrassik u. Czike) iit) Alkohol 
gefillt wird. Nur ber vollstandigem Vermeiden aller Protemfilhine 
ist es aiso indehch, quantitative Bestimmunyen durchzufiihren 
(Jendrassik u. Cleghorn). Um diese Fallunesverluste zu 
vermeiden, benutzten die letztgenannten Verfasser Coffein anstatt 

Da die urspringhche Methode von Jendrassik u. 

echorn (1937) ziemlich kompliziert war (u.a. Ablesungen 
mit 2 -iltern des Stufenphotometers), haben Jendrassik u. 
Grof (1938) eme eimfachere Modifikation ausgearbeitet und nach- 
gepriuit; diese gibt dieselben Resultate wie dic urspriimeliche 
Methode und beruht auf genau denselben Prinzipren. Wahrend 
man mit der alten Methode die rote Farbe des neutralen Azo- 


a 
i 


: } 4 } . } ~ 
Wirda it der neuen die blaue Farbe des alkalischen 
Hiamoclobinspuren und der 


herrihrenden Fehler in 
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dieser Weise bedeutend reduziert werden (vgl. Jendrassik u. 
Grof)§’). Die braune Diazoreaktion tritt nur in gewissen patho- 
logischen Sera auf, hauptesiehirch ber Uriimikern, und rihrt wahr- 
scheinlich von Benzol- und Indolderivaten her (Jendrassik u. 
Rébay-Szabo, 1987): sie kann sehr stark sein. 

Die Amerikaner Malloy und Evelyn (1937) haben eine auf Methanol- 
katalyse aufgebaute Methode ausgearbeitet. Bei Verdiinnung des Serums 
1: 10 wird kein Protein gefallt. 4 Teile Serum 1: 10 verdiinnt, 5 Teile Methanol 
und | Teil Diazomischung werden gemischt und nach 30 Minuten im photo- 
elektrischen Colorimeter (Filter 540 mm) gemessen. 

Da die Methode von Jendrassik u. Groft nach unserer Auf- 
fassung die bisher beste Bilirubinbestimmungsmethode und = zu- 
sleich ziemlich einfach ist, haben wir sie als Grundlage unserer 
Versuche benutzt. 

Die Methode von Malloy und Kvelyn, die wie Jendras- 
sik und Grofs Protemfillung ganz vermeidet, sollte auch brauch- 
bar sein; sie ist aber zum mindesten micht sehr praktisch, weil 
das Serum stark verdiinnt wird und die Reaktion lange dauert, 
bis abgelesen werden kann. 


Technik der Methode von Jendrassik und Groff, 1938 


Reagentien: CoffeinlOsung (20 ¢ Coffein 30 ¢ Na-Benzoat + 50 ¢ 
Na-Acetat + H,O ad 400 ml). Diazomischung aus 10 ml ..Diazo lt (5¢ 
Sulfanilsiure -- 15 ml konz. HC! HO ad L000 ml) und 0,25 ml (6 Tropfen) 


».Diazo II (0,5°/, NaNO,) frisch vor dem Gebrauch zubereitet. Alkalisehe 
FKFehlingsche Lé6sunge li (10 ¢ NaOH 35 ¢ K-—Na-Tartrat 100 ml H,O): 

Die Coffeinmischung wird in der Originalarbeit ..Coffeinmischung 1: 2 
verdiinnt’’ genannt, und dies hat zu dem Mibverstandnis gefiihrt, dais das 
angegebene Reagens vor dem Gebrauch |: 2 zu verdiinnen sei (vel. Wretlind., 
1940). Dab diese Auffassung nicht richtig sein kann, geht deutlich durch 
Vergleiche von Jendrassik u. Grof (S. 82 und 83) mit Jendrassik u. Cleg- 
horn (S. 2) hervor, wonach es klar ist, dab die Coffeinl6sung von Jendrassik 
u. Grof einer Verdiinnung |: 2 der urspriinglichen Coffeinlésung Jendrassik 


u. Cleghorns entspricht. Die Fehlingsche Lisung ist notwendig als stark 


alkalische Pufferlésung (Jcendrassik u. Grof, S. 87) 


Ausfithrung: IT ml Serum (Plasma) wird mit 2 ml Coffeinldsung gut 
gemischt und 0,5 ml Diazomischung zugesetzt und danach wieder sorgfaltig 
cemischt. Dann wartet man genau LO Minuten, wonach 1,5 ml Fehlingsche 
Losung zugefiiet werden. Das Volumen der Ablesungsidsung betragt also 5 ml. 

Ablesung: Die Farbe der Reaktion ist in schwachen Konzentrationen 
vriinlich, in stirkeren blau. Die eriinliche Farbe der schwachen Reaktionen 
ribrt nicht nur von Bilirubin her, sondern auch zum Teil von diazotiertem 
Coffein. Man lest im Stufenphotomecter mit Filter (S. 61) ab. Bei ganz klarem 
Serum kann man mit Wasser in der Vergleichskiivette messen; ist es nicht 
vanv klar, so mu man mit folgender Mischung vergleichen: 1 ml Serum +- 2 ml 
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Coffeinlésung — 0.6 ml H,O + 1.5 ml Fehlingsche Lésung, wodurch die 


Triibungen des Serums eliminiert werden. Bei hamolysiertem Serum ist die 
Benutzung der genannten Vergleichsldsung notwendig. Man mi®t am besten 
bei Lem NSchichtdicke, aber bei groben Konzentrationen kOnnen 0,5 cm und 
bei kleinen 2.0 em vorteilhafter sein. Fiir die Messungen an Azobilirubin gilt 
Lambert-Beers Gesetz. 

Berechnung: Ist # die Extinktion (S.61:; Lem) und ¢ die Wonzen- 
tration (mg Bilirubin in 100 ml), ist folgende Formel zu benutzen: 

C hoe (h — £&) oder C 5.30 (2 he 0,025) , 
kh ist die Iworrektur fiir die griinliche Diazoreaktion des Coffeins. Diese Gr6Be 
mui man direkt fiir jede Lieferung von Reagentien bei Durchfithrung der 
Reaktion in der oben beschriebenen Weise mit destilliertem Wasser fiir Serum 
messen; da die Karbe hier sehr schwach ist, muBb man mit groBeren Fliissigkeits 
mengen und 5cm Schichtdicke arbeiten und die gemessenenen lxtinktionen 
mit 5 dividieren. Wir haben fiir verschiedene Reagentien Korrekturen zwischen 
0.006 und 0,018 gefunden: Jendrassik u. Grof geben selber 0,005 an (fiir 
reinste Priiparate von Schering-Kahlbaum). 

Die erste der angeftihrten Formeln ist fiir Messungen mit Vergleichs 
lOsung giltig, wahrend die letzte nur bei Messung mit Wasser in der Vergleichs 
kiivette zu benutzen ist. Die Nonstante 0,025 in der letzten Formel ist eine 
Durchschnittszahl fiir die Absorption der nicht von Bilirubin verursachten 
Serumfarbe (Messungen von Jendrassik u. Groff; Variationsgebiet zwischen 
0.013 und 0.049). Da der Faktor 0,025 nur ein Durchschnittswert ist, und 
die Serumfarbe nicht unbetraichtlich variiert, kann die Messung mit Wasser 
statt Vergleichsi6sung nicht ganz genau werden: wir haben deshalb immer die 
vergleichslGsung verwendet. 

Wenn es sich um stéarker ikterische Nera dreht, muB man vor der 
Analyse mit 0,9°9/, NaCl verdiinnen, z. B. 5—20mal. Die verdiinnten Sera 


¥ 


werden danach wie oben untersucht und das Resultat sehlieBlich mit dem 
Verdiinnungsverhiltnis multipliziert. Kir ikterische Sera kann man ohne 


bedeutende Fehler mit Wasser als Vergleichsfliissigkeit messen (falls sie nicht 
olysiert sind), da der Serumfarbfehler bei der Verdiinnungs stark reduziert 
Selbst mit Wasser als Vereleichsl6sung soll man hier die erste Berech 


. ' 
nunestormel: verwenden. 


Die Genauigkeit der Methode 


ln der Arbeit von Jendrassik u. Grof werden keine An- 
caben uber die Genawekeit der Methode cefunden, aber Jen- 
drassik u. Cleghorn, deren Methode sich nur in weniver wich- 


tigen Einzelheiten von der von Jendrassik u. Grof unter- 


scheidet, geben emen Fehler von ciwa 15°) an. Vahtiquist (1941), 
der mit der letztgenannten Methode gvearbeitet hat, findet nur selten 
Unterschiede uber 0,02 mg-9) zwischen zwei Doppelanalysen., 
Wir selber haben an 100 Sera Doppelanalysen mit der ori 
sinalen Methode von Jendrassik u. Grot’) durchevefubrt (vel 


Tab. 1 \). Ub r HQ}, Loy Abw chy iy} Pk Ny nen ZW 
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analysen waren klemer als 0,03 mg-°/g und 50°), Klemer als 
0.05 mg-°/). Die Abweichungen waren von der Konzentration 
unabhangig; man mu also mit gréBeren prozentischen Fehlern 
ber medrigen Wonzentrationen als bei gréberen rechnen. Der 





absolute MebYehler wird natiirlich bei ikterischen Sera, bei denen 
man verdinnen mub, der Verdiinnung entsprechend gréfecr. Knt- 
halt ein Serum z. B. 0,50 mg-°/, und ist in 80°), der Fille die 


0 
Abweichung zwischen den Doppelanalysen unter 0,05 me-8/,, also 
kleiner als 10°/,, so hegt die Abweichung der cinzelnen Werte vor 
Mittelwert unter 5°/q- 


Vergleich mit der Methode von Malioy und Evelyn 

® Sera wurden nach Malloy und Evelyn und nach Jendrassik und 
Grofs Methode geprift. Folgende Modifikation der ersten Methode wurde 
benutzt: Serum 1:10 verdiinnt 4 Teile wurden mit 5 Teile Methanol und 
1 Teil Diazomischunge gemischt: nach 30 Minuten wurden 2 Teile Fehlingscher 
LOsung zugesetzt. Hierdurch wurde das Serum auf 1: 30 verdiinnt, wahrend 
die Verdiinnung bei Jendrassik und Grofs Methode nur 1: 5 ist. Kontrol! 
losung: Dieselbe Mischung mit 15 konz. Salzsiure in 1000 H,O statt Diazo- 
mischung. Messung der blauen Farbe des alkalischen Azobilirubins bei 
S. 61, 2c¢m Schichtdicke. 


Kir die 5 Sera wurden folgende Extinktionen gefunden — alle reduziert 
auf lem und Serumverdiinnung |: 30 — 0.185 (0,300); 0.106 (0,173); 0,266 


(0,403), 0,272 (0,413); 0,292 (0,225); die ersten Werte sind .,.Malloy und 
Evelyn", die Werte in Klammern ,,.JJendrassik und Grot”. 

Man sieht, dai Jendrassik und Grofs Methode 25—50"/, hOhere Werte 
als die andere Methode gibt. Wahrscheinlich ist dies dadurch zu erklaren. 
daB die Coffeinkatalyse der Diazoreaktion volistandiger als die Methanol- 
katalyse ist. Fiir nichtikterische Sera ist Malloy und Evelyns Methode nicht 
hbrauchbar, da die KExtinktionen so klein werden, da’ sie von den nicht un- 
betrachtlichen Tribungen ganz tiberdeckt werden. 


Der Bilirubingehalt des Serums im Vergleich mit dem des Plasmas 


Mehrere Untersucher haben gefunden, dali Plasma mehr Buili- 


aC. le 
rubin enthalt als Serum derselben Blutprobe: nach anderen gibt ex 
zwischen Plasma- und Serumkonzentration keine Unterschiede. 
Die meisten Untersuchungen tiber diese Verhiiltnisse sind aber mit 


ilteren. meht gentigend befmedigenden Methoden durchgetuhrt. 


Tabelle 1. Doppelanalysen 


A. Abweichungen zwischen Doppelbestimmungen mit Jendrassik u. Grofs 
Methode 
Abweichung (mg pro 100 mil) 


O.0) O.08 G08 (b.O4 ay (be) 


ta) ChO7 OOS 9 O10 
+ ee | } ’ } ; , wav 
Zahl Ger iille (AZUSatTHhhien LOU ) 
7 24 2] Lo it) s > a 3 } 








(Cutanblut) 


abelle 1 (fortsetzung) 
b. Abweichungen zwischen Doppelanalvsen mit der Mikromethode 
Abweichung (mg pro 100 ml) 


0.0] 0.02 0.038 0.04 O05 O06 O07 O08 0.09 O10 


Zahl der Falle (zusammen 100) 


0» Or ’ 
j 23 25 is 


(.. Abweichungen zwischen Doppelanalysen, 


i . i } } fp oe ee 1% 
(;rofs Methode. die ande: mit i 


] . 
Qe] yYiinI 
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Abweichung (mg pro 100 mil) 


0.0] 0.02 0.03 0.04 OW.O5 ().0)5 0.07 OS O04 O10 


Zahl der Falle (zusammen 50) 


| g | 5 5 Q 1) i) 1) 


D. Abweichungen zwischen zweifachen Doppelanalysen, die eine an Venen- 
blut mit Jendrassik und Grofs Methode, die andere an Cutanblut (Ohr 


blut) mit der Mikromethode 
Abweichung (mg pro 100 ml) 


0,0] 0,02 0.03 O04 O05 (04) 07 OOS a) O10 
Zahl der Falle (zusammen 50) 
13 17 iD p2 


Untersuchungen an ikterischen Nera 





Venenblut Cutanblut, mg pro 100 mi 


Plasma Serum (Krwachsenen aus Ohr 
WY pro lOO mm, Neugeborenen aus Hersen) 
Hepatitis acuta ye | 
Hepatitis acuta 

C. pancreatis 
Choledocbolithiasis 
(. pancreatis 
Hepatitis acuta 

C. hepatis (Metastase) 
Hepatitis acuta 
Hepatitis acuta 
Hepatiti 

Hepat 
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ma serum 
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i 13,8 
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Tabelle 8 


Die Haltbarkeit des Serumbilirubins 





Konzentration in mg pro [00 ml Anzahl von Stunden 
Nr. (Ktisschrank 1. off. Glasern) 
Vor Stehenlassen nach Stehenlassen auf bewahrt 

l 21,8 21,4 3 xX 24 

? O.84 0.78 ‘xX 24 

3 17.0 11,0 3 24 

4 0.83 Q.S2 a xX 24 

5 me L.10 sx Ze 

6 O95 OSY ox Z4 

7 0.48 0,45 5 xX 24 

S 4.36 4,30 a <M Ze 

g 4,02 3,85 2x 24 

10 12,1 12,0 3 xX 24 








So fuhren Jendrassik u. Czike’) an, dab die Konzentration 
des Plasma 20—90°/, tiber der des Serums hegt, und Brochner- 
Mortensen (1934)%) konnten mit der Methode von Heilmeyer 
u. Krebs®) keine Unterschiede zwischen Plasma und Serum finden. 
Weder Jendrassik und Cleghorn noch Jendrassik und 
Grof berichten tuber vergleichende Untersuchungen zwischen 
Plasma und Serum. 

Wir selber haben 18 normale (vgl. With, 1942, ‘Tab. 2) 
und 18 ikterische Sera (Tab. 2) untersucht und fanden keine 
nachweisbaren Unterschiede zwischen Plasma und Serum. Andere 
Kreebnisse von friiheren Untersuchern sind wahrscheinlich einer 
weniger geergneten Technik zuzuschreiben. Da Plasma und Serum 
bei der Bihrubinbestimmung gleich gut zu gebrauchen sind, hat fur 
Cutanblut entscheidende Bedeutung; es ist sehr schwierig, hin- 
reichende Mengen nichtkoagulertes Cutanblut fiir Bestimmungen 
im Plasma zu beschaffen. 


Die Haltbarkeit des Serumbilirubins 

Da es von Bedeutung ist, zu wissen, wie lange eine Blutprobe 
stehen kann, ehe man die Analyse vornimmt, untersuchten wir 
10 normale oder ikterische Sera sofort und nach 2—7 Tage langem 
Stehen im Kisschrank in offenen Glisern (Tab. 3). Hierbei wurden 
kee sicheren Verluste cefunden. Bei Serum Nr. 3 und 9 handelt 
es sich wahrscheinlich um keine wirklichen Verluste, denn diese 
ikterischen Sera wurden in 5fach verdiinntem Zustand untersucht, 
so dab man mit Abweichungen von 0,15 meg-®/, in 50°/, der Faille 
rechnen muk. ae 


0 
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Auch Vahlquist (a. a. O., 5. $1—85) beobachtete keine Ab- 
nahme der Bihrubinkonzentration in Serum [Jendrassik u. Cleg- 
horns Methodel. 

Man kann also ruhig die Blutproben mehrere Tage lang im 
Kisschrank stehen lassen; doch mub man dafiir sorgen, dab keine 
Verdampfungsverluste eintreten. Diese spielen bei gréferen Blut- 
mengen (Venenblut) keine Rolle, aber bei Cutanblut in kleinen Gli- 
sern kann der Verdampfungsfehler beim Stehen sehr wichtig werden. 


Die Ausarbeitung der Mikromethode 

Die Methode von Jendrassik u. Grof§) hef sich emfach 
zu einer Mikromethode umarbeiten; man brauecht nur simtliche 
vorgeschriebenen Mengen durch 10 zu dividieren, um eine Methode 
zu bekommen, die nur 0,1 ml Serum erfordert. Die Messungen 
mitissen natirlich in den besonders geeigneten ,,Kleinkiivetten* 
des Pulfrichphotometers durchgefuhrt werden; auch ,,Mikro- 
kivetten®’ kénnen verwendet werden, aber mit Kleinkiivetten ist 
viel einfacher zu arbeiten als mit Mikrokiivetten, die nur fiir noch 
klemere Flissigkeitsmengen als die hier zur Verfugung stehenden 
(0,5 ml Ganzvolumen) notwendig sind. WKleinkiivetten von '/, und 
lem Schichtdicke sind verwendbar, wiihrend die zur Verfiigune 
stehenden 0,5 ml Flissigkeit nicht hinreicht, die 2 ¢em-Klemkiivette 
auszufiillen und so die photometrische Ablesung zu ermodelichen. 
Da die 0,5 ml Flissigkeit nur eben hinreicht, um die 1 em-Klein- 
kivetten hinreichend auszuftlien, mul man die unten erwihnten 
kleinen Gliser benutzen und damit unnotige Flissigkeitsverluste 
vermeiden. 

Praktische Ausfiihrung der Mikromethode 


In einem Proberohr (etwa40 * 9 mm) werden 0,1 ml Serum (oder Plasma) 
mit 0,2 ml Coffeinreagens gut durchgemischt und danach mit 0,05 ml frisch 
zubereiteter Diazomischung erneut vermischt. Nach 10 Minuten werden 
0.15 ml Fehlingsche Lésung zugesetzt. Danach Photometrierung mit Klein- 
kiivetten. Man wird entweder Wasser oder cine Kontrollfliissigkeit aus 0,1 ml 
Serum, 0,2 ml Coffeinlbsung, 0,05 ml 0,9°,, NaCl und 0,15 ml Fehlingsche 
Losung in der anderen Kiivette benutzen (vgl. oben); bei Hiimolyse ist die 
Kontrollfliissigkeit unbedingt notwendig. Die Berechnungen folgen der oben 
beschriebenen Weise von Jendrassik u. Grofs Makromethode. 


Genauigkeit der Mikromethode 
Wir haben sie durch Doppelanalysen gesichert (Tab. 1). 
100 Doppelanalysen mit der Mikromethode zeigten etwa dieselben 
Abweichungen wie ebensoviele Doppelanalysen mit der Makro- 
methode (Tab. 1 A und B). Man mulfi deshalb annehmen, dab 
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Makro- und Mikromethode mit etwa derseloen Genauigkeit arbeiten. 
Weiter wurden 50 Doppelanalysen, die eine Analyse mit der Makro- 
und die andere mit der Mikromethode durchgefiithrt (Tab. 1 ©); 
auch die Verteilung der Abweichungen in dieser Seric von Bestim- 
inungen deuten auf dieselbe Genauigkeit der beiden Methoden hin. 
In keinem Fall waren die Abweichungen zwischen 2 Doppel- 
bestummungen tuber 0.07 (Tab. 1 C) und in 33 Fallen (60 /« ) unter 
0.02 me pro 100 mil. | 


Mis scheimt uns deshalb bereehtigt zu sagen, dab die Mikr 
Ts . ' ; ‘ ‘ Py a 
inethode diesetben Resultate mit derselben Genauigkert 


n 
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Verwendung der Mikromethode an Cutanblut 
Die Mikromethode laibit sich praktisch nur dann anwenden. 
wenn hinreichend grobe Mengen Cutanblut leicht zu beschaffen 
sind. Hierzu benutzten wir Zwerebechergliser (Hohe etwa 16 mm. 
innerer Durchmesser etwa 9 mm), die mindestens zu 3/, mit Blut 
(aus dem Ohr, der Fingerpulpa oder ber Kleinkindern — den 
Kersen) gefiillt werden. Bei ciniger Ubung velingt dies leicht. 


Nach vollendeter Koagulation soll man den Blutkuchen vorsichtic 
it emer Nadel von den Riindern des Glases losmachen. Bein 
Aentrifusieren kann man gewoOhnliche Zentrifugierglaser mit rundem: 
Boden benutizer. den man iit cinem Stieckehen Baumwolle oder 
dergleichen satipelsivel und darauf mit Hilfe emer Pinzette das 
kleme Becherglas bringt und es nachher ebenso wieder heraushebt. 
Das Serum wird imt emer speztellen feien Pipette abgesaugt. 
Dazu dient eine 0,2 ml MeBpipette, die in?) 459, ml eingeteilt ist; sie ist in 
wasserrechter Stellung auf einem Stativ aufmontiert. Thre Spitze ist mit Hilf 
eines kleinen Gummischlauches mit einem kleinen feinen, in ei 


Lnemi JI 
Winkel gebogenen GlasrGbrchen verbunden; das freie Ende dieses RGhrehens 
ist zu einer feinen, etwa 1,5—2 em langen $ a - ausgezogen. Diese Spitz 
wird vorsichtig in das Zwergbecherglas eingefiihrt, um das Serum aufzusaugen. 


Die Pipette ist ubrigens mit Quecksilber gefiillt und sein stumpfes Ende mit 


einem dicken, mit Quecksilber cefiillten CGummischlauc h Vv ¢ dgugetdee, dessen 
freies Ende mit einem kleinen Stopfen verschlossen ist. Das Queck: silber kann 
man in die Pipette treiben und wieder heraussaugen mit Hilfe einer feinen 


Schraube, die einen Druck auf den als Quecksilberreservoir fungierenden 
dickwandigen Gummischlauch ausiibt. (Solche Pipetten werden wubrigens 
haufig in a cabeels verwandt und in Dianemark .,Rehberg 
biiretten genannt). Ubrigens kann man in den meisten Fallen das Serum mittels 
cewOhnlicher 0,2 le Mi ‘pipe tten aus den Zwergbecherglasern aufnehmen, 


Kerner war sicherzustellen, dab Cutanblut wirklich dieselben 
Werte wie Venenblat gibt. Wir unternahmen an 50° normale 
(Tab. 1D) und 10 ikterischen Person 
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Bestimmung von Bilirubin in kleinen Blutmengen (Cutanblut) = 199 


analysen, die eine an Ohrblut. die andere an Venenblut. Die 
50 Normalfalle zeiegten recht genau dieselben Abweichungen wie 
in den friiher besprochenen Doppelanalysen (Tab. 1 AC); die 
Mittelwerte der Doppelanalysen an Ohrblut zeigten stets Ab- 
weichungen von den Mittelwerten der Doppelanalysen an Venen- 
blut, die kleiner oder gleich 0.05 mg pro LOO ml waren, und 45 der 
50 Fille zeigten Werte unter 0,08. Ber ikterischen Sera waren die 


) 


Abweichungen orober, Was auch zu erwarten ist. da die Sera mer 


4 


vor der Messung bis auf das 10Ofache verdinnt wurden. 


Die la ) yvelanalvsen Ze1oen also deutlich, dah Seri 
P| ! 


Von Cutanbtiut dieselben Werte wie VON \ enenblut ALLS 


-, 


Zusammenfassung 

Kis wird beschrieben, wie man die Methode von Jendrassik 
u. Groft auch als Mikromethode zur Bestimmune von Bilirabin 
in Cutanblut benutzen kann. Man benotigt nur O,t ml Serum; fiir 
nicht ganz hiimolvsetreie Sera aber O,2ml. bur ikterische Sera 
kann man mit noch klemeren Mengen auskommen (O,05.—0,02 mi). 
Ihe Genamekeit der Methode ist dieselbe wie die der Methode von 
Jendrassik und Groff. Die Methode wird mut [kterusindex- 
bestimmungen nach Meulengracht verelichen, und es zeit 
sich Inerber, dab die [kterusindexbestimmunye nur cinen sel an- 
vendherten Beerifi von den Serumbilrubiwerten geben kann. Die 
Methode von Malloy und Kvelyn ergab nur etwa 7’, der mit 
Jendrassik und Grofs Methode vcefundenen Werte. 
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Uber die sogenannte direkte Diazoreaktion des Serum- 
bilirubins (v. d. Bergh) und ihre quantitative Messung 


Von 


Torben K. With*) 


Aus der Medizinischen Universitaéts-Poliklinik, Kopenhagen) 


Der Schriftleitung zugegangen am 18. Januar 194% 


Die sogenannte direkte van den Bergh- Reaktion spielt in der 
Literatur eime grobe Rolle. Viele Klniker meinen ihr eine gewisse 
diagnostische Bedeutung zuschreiben zu kénnen, aber man ist sich 
nicht daraiber eimge. Auch aber die chemische Natur der direkten 
feaktion herrscht grobe Verwirrung: was eiventhch vor sich geht. 
well man nicht. 

Ms scheimt deshalb berechtigt, die klnische Bedeutung der 
direkten Reaktion mit moderner, zuverlaéssiger Analysenmethodik 
zu untersuchen und zwar einer Methodik, die quantitative Messun- 
gen moglch macht. Uber eine solehe Methodik und einige vor- 
laufige klinische Untersuchungen mit ihr soll hier berichtet werden. 


Die direkte van den Bergh-Reaktion 


, 


Hymans van den Bergh und Muller (1916) bemerkten 
bereits, dab reme wibrige Lo6sungen von Bilirubinalkali keine 
Diazoreaktion geben im Gegensatz zu alkoholischen Losungen. 
Weiter beobachteten sie, da’ die waBrigen Lésungen nach Zusatz 
von klemen Alkoholmengen deutlch reagierten, dab die Galle selber 
genau wie alkoholische Losungen augenblickhch, wahrend Serum 
im allgemeimen erst nach eimiger Zeit reagiert; nach Alkoholzusatz 
reagiert Serum sofort. Diese nannten sie ,,direkte Reaktion’ im 
Gegensatz zu der verspaiteten Reaktion im Serum und der ganz 
fehlenden Reaktion in reinen wibrigen Losungen. 

Im Gegensatz zu v.d. Bergh und Muller konnten Harrop 
und Barron (1929) eime direkte Reaktion von genau neutralisierten 
reinen Losungen von Bihrubinalkah nachweisen. 


*) Die Uniersuchungen sind mit Unterstiitzung des P. Carl Pedersen- 
Fonds durchgefiihrt. 
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Die Lehre von dev direkten Reaktion des Serums und threr 
Bedeutung ist spaiter von mehreren Verfassern ausgebaut worden: 
z.B. openert C.J. Watson (1937) mit den Beegriffen  ..direct 
prompt’ (alle) Farbe imnerhalb 1 Minute gebildet),  ..biphasic 
prompt” (50°/) der Farbe oder mehr innerhalb 1 Minute gebildet). 
biphasic delaved™ (iiber 50°) der Farbe nach der 1. Minute ge- 
bildet, ,,delaved™ (alle Farbe nach der 1. Minute gebildet) und 
indirect’ (keine Farbe ohne Zusatz von Alkohol oder Coffein). 
Andere Verfasser operieren mit adhnlichen Beeriffen. die aber kemes- 
wegs lmmer prazis defimert werden. 

Die Ursache dieser Verschiedenheiten der Reaktionen des 
Serumbilirubins ist bis jetzt ganz unklar: bereits van den Bergh 
und Muller versuchten, eme Erklarune zu finden, aber weder sic 
noch spatere Forscher sind zu zufriedenstellenden  Irgebnissen 
velanct. Allgemein nimmt man an, dai das direkt reagicrende 
Bilirubin in fretem Zustande vorhegt, waihrend das mdirekt reacie- 
rende Bilirubin an Proteine gebunden sein soll und bet ihrer Dena- 
turierune durch Alkohol erst fret wird. Diese Annahme erklirt 
aber nicht die Tatsache, dai reme waBrige Bilirubiml6suneen nur 
indirekt reagieren, und vermag auch nicht die Wirkune von Coffein- 
losungen zu erklaren. Weiter haben Bennhold (1982) und 
Waldenstrom und Pedersen (1987) emwandfre: bewiesen, dab 
alles Bilirubin in Serum direkt’ wie jimdirekt”’ an Serum- 
albumin vebunden ist. Auch die Mochchkeit, dal direkt reagieren- 
des und indirekt reagierendes zwei verschiedene chemusche Bil 
rubinmodifikationen sein sollten, muh erwogen werden: im diesem 
Pall miBten diese zwei Modifikationen aber auberordentlich lereht 
ineinander ubergehen, da so leichte Minwirkuneen wie Zusatz von 
Alkohol oder Coffein zu den Losuneen die idirekte Form im die 
direkte iberfahren: allenfalls mubte es so gut wie unmoclich sein, 
die indirekte Form rem herzustellen, da man annehmen mub, dab 
sie waihrend der zahlreichen notwendigen Remigungsprozesse in 
die direkte Form ubergehen wurde. 

Nach Coolidge (1940) ist clie hy pothetische Annahme von 
zwei verschiedenen Bilirubinen verlassen: die Frage wird anders 
formulhert: [st die direkte-imdirekte Reaktion des Serruys durch 
Unterschiede 11) der Gecenwart Von Stoftfen, welche die Diazo- 
reaktion verstérken oder hemmen zu erkliren oder kann Bilirubin 
in verschiedener Weise an Proteine gebunden sein? Kr konnte 
nachweisen, dali das letztere der Fall ist. Die Wirkung von Alkohol 
und Coffein wird als rein katalytisch aufeefabt. Zu almlichen Aut- 


(\* 
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fassungen kamen Polonovski, Fiessinger und Gajdos (1942), 
die unter anderem die verschiedene Extrahierbarkeit des direkten 
und indirekten Bilirubins mit Chloroform hervorheben. 

Uber die physiologische Bedeutung der direkten und indirekten 
Diazoreaktion ist die Hypothese von G. Lepehne (1920) sehr 
verbreitet ; er nimmt an, dab Bihrubin, das die Leberzellen passiert 
hat. direkt reagiert, wihrend Bilirubin, das diese Passage nicht 
durcheemacht hat, imdirekt reagiert. Die Beobachtungen, die 
dieser Hypothese zugrunde hegen, sind die fehlende direkte Reaktion 
bei himolytischem [kterus und die direkte Reaktion des Bilrubins 
der Galle. Die Grundlage dieser Auffassune scheint aber nicht zu 
senigen, wenn man bedenkt, dali Sera von Patienten mit schwerer 
Hepatitis und acholischem Stuhl, ber denen das Bihrubin wahr- 
scheinhech die Leberzellen nicht passiert, sehr oft direkt reagieren. 





Die Hypothese Lepehnes labt sich also mindestens micht m der 
urspranghchen Form aufrecht erhalten. 

Der direkten Diazoreaktion soll bedeutender diagnostischer 
Wert zukommen; in der alteren Literatur wird sie z. B. als charak- 
teristisch fiir Okklusionsikterus aufgefabt, wahrend in der spiteren 
Literatur nur ihr Mangel bei haimolytischem Tkterus im Gegensatz 
zu anderen I[kterusformen hervorgehoben wird. 

Ber sehr starkem Ikterus ist die Diazoreaktion immer direkt 
(vel. Wertlind); iibrigens bemerkten schon van den Bergh und 
Miller, dai die direkte und indirekte Reaktion weitgehend von 
der Starke des Ikterus unabhiingig war. 

Die im Schrifttum vorhegenden Untersuchungen uber die 
direkte Diazoreaktion und ihr Verhaltnis zur Bilrubinkonzentration 
sind aber alle nit unzuverlissiger Technik durcheeftihrt. [Hs ist des- 
halb von Interesse zu untersuchen, ob man durch quantitative 
Besthnmungen der direkten Diazoreaktion und Vergleich derselben 
mit solchen tm Serumbibrubin mit zuverlissiger Methodik (z. B. wie 
oben beschrieben) Ergebnisse von klinischem Wert bekommen kann. 


Uber die direkte Reaktion reiner Bilirubinlésungen 

Wir haben die Angaben von Harrop und Barrons nachgeprift, indem 
Bilirubin (Homburg) in a 20-NaQOH gelost und mit Phosphatpuffer (py 6,468) 
bis py 7.43 neutralisiert wurde; dic neutralisierte Losung enthiclt 19,58 me 
pro 100 ml und zeigte deutliche rotviolette direkte Reaktion mit ! , Volumen 
Piazomischung. Dicse Reaktion ist aber keine gewOhnliche Diazoreaktion. 
da sie bei Alkalisierung mit Fehlingscher Lésung nicht blau wurde, sondern 
rot. Kontrolle mit Diazotierung derselben LoOsung nach Coffeinzusatz zeigte 
vewoObnliche blaue Farbe nach Alkalisierung. Wurde die Losung |: 2—1: 10 


verdunnt, so zelgte sie keine augenblickliche direkte Reaktion. 1O Minuten 
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spater wurde aber hier nach Alkalisierung eine blaue Farbe sichtbar, die etwa 
20°, der totalen Diazoreaktion der Verdiinnung betrug. 

Die von Harrop und Barron beobachtete augenblickliche direkte 
Keaktion reiner Lésungen war also keine echte Diazoreaktion. Andererseits 
zeigen reine Lésungen beim Stehenbleiben mit dem Reagens eine gewisse 
direkte KReaktion. 


Methoden zur quantitativen Messung der direkten Diazoreaktion 
In der Literatur ist nur eme Methode, die als zuverlissig 
mi betrachten ist. von Jendrassitk und Cleghorns (1937) be- 
schrieben. 


Zu il ml Serum werden 3.5 ml destilliertes Wasser sowie 0.5 ml Diazo- 
losung gesetzt und gut durchgemischt. Als Kontroll6sung werden | mil Serum 
und 4 ml destilliertes Wasser verwendet. Es wird im Pulfrich-Photometer bei 
S. 93 gemessen (Reaktionsl6sung in der einen Kiivette, Kontrollésung in der 
anderen). Nach dieser Messung wird so schnell wie mOglich eine andere bei 
Filter S.43 durchgefiihrt. Diese letztere Medsung kann aber gut . negative 
Werte geben, doh. man mu die urspriinglich feststehende Trommet als 
MeBtrommel benutzen. um die Photometerfelder gleich hehtstark zu machen. 
Aus den gemessenen Extinktionen wird die Starke der direkten Reaktion 
(in mg Bilirubin pro 100ml Serum) nach der folgenden Formel berechnet: 
c 5.62 - HH (S. 53) 112-F (S. 48). wobei die Extinktionen fiir 1 em 
Schichtdicke gemessen sein sollen. 

Wenn man gleichzeitig den Cehalt des Serums an Bilirubin mit Jen- 
drassik u. Cleghorns oder Jendrassik u. Grofs Methode bestimmt, kann 
man den Prozentsatz. den die direkte Diazoreaktion aus dem Cesamtbilirubin 
ergibt. berechnen. 

Das beschriebene Verfahren hat den Vortei. dati es Messunven 
a behebigen Zeitpunkten nach dem Beeinn der Reaktion z. B. 
sovleich nach Zusatz des Diazoreagens und 1, 2, 5 usw. Minuten 
danach gestattet. Sire hat aber auch ernste Miingel, weil es bermahe 
Hnmovhch ist, genaue Messungen zuerst ber dem hehtstarken 

; \ 
L cleich danach ber dem lichtschwachen Filter S. 43 
1 ’ . ° ° ° ‘ . os ‘ 
durchzufuhren. Das Auge erfordert ja eime gewisse Zeit fur seine 
Adaptierung an die Lichtstirke. Man kann daher mit) dieser 
pg 
Methode dem Verlauf der direkten Reaktion (z. B. an den genannten 


~ o> 


Milter . tieh ri 


va SS 


Zeit punkten) nur foleen, wenn von zwel Personen die eine ber S. 58 
und die andere bel ». 43 abliest. Besse r ist ene Vethode ZUPr 
quantitativen Messune der direkten Reaktion, ber weleher man mur 
an eimem Filter abhest. Kine solche kann man lereht durch emige 
Modifikationen von Jendrassik und Grofs Methode erhalten. 


1(O.1) m! Serum werden mit 2 (0,2) ml ? ,gesattigter NatriumacetatlOsung 


und mit 0,5 (0.05) ml Diazoreagens gemischt. Mit Hilfe einer Stoppuhr unter- 


bricht man jetzt zu belhebigen Zeitpunkten nach Beginn de 


> | 
Reaktion diese 


durch Zumischen von 1,5 (0,10) ml Fehlingscher Losung und licst die Starke 
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der direkten Reaktion in dem Pulfrich-Photometer bei S. 61 ab. Als Kontroll- 
losung wird die Mischung von | Serum — 2 Acetat + 0,5 0,9°/,iger NaCl -} 1.5 
Fehlingsche Losung benutzt. Wenn man iiber geniigende Mengen von Serum 
verfiigt, kann man mehrere Reaktionen durchfiihren, die zu verschiedenen 
Zeitpunkten laufen, z. B. Reaktionen, die sofort nach Beginn der Reaktion, 
nach! 4, 1.2.5 und 10 Minuten unterbrochen werden. Wenn man die Reaktion 
als Mikromethode durechfiihrt, braucht man hierzu nur kleine Serummengen: 
da man weiter am hiufigsten hier mit ikterischem Blut arbeitet und deshalb 
mit verdiinntem Serum, geniigt (bei Verdiinnung |: 2) 0,85 ml Serum fiir die 
6 genannten Proben (dieselbe Nontrolldsung kann bei allen Ansatzen benutzt 
werden); bei starkerem Ikterus (Verdiinnung 1: 5) geniigt 0,14 ml Serum, was 
von Bedeutung ist. wenn man Untersuchungen bei Icterus neonatorum durch 
zuftuhren wiinscht. 


Die Theorie der Methode ist sehr einfach; man mibt meht, wie 
ber der Methode Jendrassik und Cleghorns, die rote direkte 
Diazoreaktion, sondern die blaue alkalische Reaktion. lm Augen- 
bliick, wo man alkalisch macht. wird der Reaktionsverlauf unter- 
brochen; man mibt also meht, wie ber Jendrassik und Cleghorn, 
einen Reaktionsverlauf, der noch micht abgeschlossen ist, sondern 
verschiedene Stadien dieses Reaktionsverlaufes, die an behebigen 
Zeiten zum Stillstand gebracht sind. 


Orientierende Messungen der direkten Diazoreaktion 
mit der beschriebenen Methode 





Tabelle 
(resamt- | Direkte Diazoreaktion (in mg pro LOOM! 
bilirubin | gerechnet und in °,, des ‘Totalbilirubins 
Ikterusform in mg ausgedriickt) nach 
pro L0Oml 
( 100°),)| sofort 1, Min. 1 Min. 2Min. 5 Min. 
Hamolytischer I. .... 6,12 | 52 71 76 SO SY 
Okklusions-l. (Cancer) 9 20 59 69 74 85 86 
(holecystitis ..... ye, 2,42 59 tI 74 86 SS 
Cholecystitis ........ 8 54 rf 6] 75 79 83 
Derselbe Patient 
4 Tage spater ..... 7.00 G7 75 sO) 85 S7 
Hepatitis acuta ..... 31.3 66 76 Ss] R4 9| 
Derselbe Patient 
3 Wochen spater. . 6.26 17 Ou) O7 ia 74 
Hepatitis acuta ..... £88 65 OS 70 75 V7 
Derselbe Patient 
3 Wochen spater. . 1.93 3S 16 5a O66 GS 
Hepatitis acuta $30 53 435° GI SO) 83 
Hepatitis acuta ..... 5,82 76 78 83 89 0 
Hepatitis acuta .... 1.46 44 ob 61 V0 75 
Hepatitis chronic: . IIs 60 9 a8 i 54 
lcterus neonat.. 4.86 bd 66 ° 76 $7 SS 
Jcterus neonat. ..... 11.6 66 69 70) 75 iY 
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Es ist schwer, aus dieser Tabelle fiir die einzelnen Ikterus- 
formen charakteristische Verhaltnisse herauszufinden. Man_ ist 
erstaunt, daB der eine sehr typische Fall von himolytischem Ikterus 
nicht nachweisbar von den iibrigen abweicht. Wenn man die 
Prozentwerte in Kurvenform aufzeichnet, um die Ergebnisse whber- 
sichtheher zu machen, kann man fiir die einzelnen [kterusformen 
Kee spezifischen Kurvenformen entdecken. Hs ist deshalb sehr 
fragheh, ob es sich lohnen wird, die vielen Bestimmungen zu ver- 
schiedenen Zeiten nach Beginn der Reaktion durehzufiihren; das 
Wahrscheinlichste ist, dai man durch eine Bestimmung sofort 
oder '/, Minute nach dem Beginn der Reaktion dieselben  Kr- 
lauterungen bekommt. Unsere bisherigen Untersuchungen uber 
den klinischen Wert der direkten Reaktion haben tbrigens keine 
besonders guten Resultate gegeben; die Prozente der direkten 
Reaktion vom Gesamtbilirubin zeigen zwischen Okklusionsikterus 
und Hepatitis keine nachweisbaren Unterschiede und ebenfalls 
keme besondere Abhingigkeit von der Serumbilirubinkonzentration. 
Das am meisten ins Auge fallende Verhaltnis ist, daB ber Leterus 
neonatorum die direkte Reaktion (sofort nach Beginn der Reaktion) 
meistens 75—90°', des Gesamtbilirubins liefert, wenn das Serum- 
bihrubin uber 5 mg-°/, ist; ber medrigeren Bilirubinwerten findet 
man aber oft Werte von 30--50°,, auch ber Icterus neonatorum. 
Uber diese Verhaltnisse soll an anderer Stelle niher berichtet werden. 

Zusammenfassung 

Pie sogenannte direkte Diazoreaktion des Serums wird be- 
sprochen und eime genaue und einfache Methode fur thre Messune 
vorgeschlagen. Vorléufige Untersuchungen mit dieser Methode an 
verschiedenen I[kterusformen werden mitgeterlt. 

Weiter wird aber die direkte Reaktion von reinen neutrali- 
sierten Losungen von Bilirubinalkali berichtet. 
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Uber eine schwere ernahrungsbedingte Stoffwechselstérung 
und ihre Verhiitung durch Cystin”*) 
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In den beiden vorausgehenden Arbeiten!) wurde uber Auf- 
gzuchtversuche an Ratten zur Krnuittline des biologischen Wertes 
von Nabrungserweibeemischen berichtet : es handelte sich daber um 
den Ersatz von tierischem Eiweib (Fischmebhl bzw. Mileh) der 
Nahrung durch Hefeerweifi ino N-aquivalenter Menge. Bei der 
Ausammenstellunge der Versuchsdiiten mubte dabet vor allem daraut 
ceachtet werden, dab sich die emzelnen Gruppen praktisch nur in 
der Art des gebotenen KEiweibes unterschieden und dab ferner die 
emnzelnen Versuchsnahrungen an allen sonstigen Naéhrstoffen mog- 
hichst vollwertig waren. So enthielten alle diese Didten 7,488) 


Weizen und 7,299, Roveen. was emem konstanten Gehalt an 


Cereahenproteimen von 1,449", (Protein = N » 6,25) entsprach; der 
VIineralstoftfbedart der Tiere wurde durch cmen konstanten Gehalt 


von 3.6598) Salzeennsch nach Mae Collum und Simmonds?) ge- 
wahirlerstet, die .Hefe‘gruppen erlhielten dazu zusitzlich primares 
Caleiumphosphat in Meneen, die dem Ca-Gehalt des Mileherweies 
bzw. Fischmehles der entsprechenden Diiiten gleichkam. Der 
Gesamtfettgehalt der Nahrungen mit 2.8—2.9°) bestand ber allen 
Gruppen zum uberwiegenden Teil aus Lebertran (Quabtat DAB 6), 
was Gleichzeitig den Vitamin A- und D-Bedarf der Tiere befriedigte. 

*) Herm Prot. H.von Euler zum 70. Geburtstag gewidmet. Der 
eine von uns (H. Fink) war 1925—1927 Mitarbeiter H. von Eulers. 

ly) Zugieich 3. Mitteiiung der Reihe: ,,Uber den biologischen Ergianzungs- 
wert) verschiedener Nahrungsproteine’’ von A. Hock; 1. Mitt. 
Z. 38h, 385 (1942): 2. Mitt. desgl. O14, 54 (1943). 

Vel. kK.H. Wagner, bk. Wagner-Hering, Vitamine u. 

17 (1042). 
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Der Kohlenhydratanteil der einzelnen Diaten betrug stets zwischen 
77 und 78 °, und wurde zu 11°, von den Kohlenhydraten der 
Cereahen und zu 80—-85°/, von Reisstarke geliefert. Kin stiindiger 
Gehalt simthcher Gruppen an Bierhefe in Hohe von 1,46°/9 be- 
triedicte den Bedarf an B-Vitaminen und erhdhte den fiir alle 
Gruppen qualitativ und quantitativ konstanten Proteinanteil auf 
2,169). Im ubrigen erhielten die uns er interessierenden — vier 
extremen Gruppen Fischmehl (Gruppe A), Magermilchpulver 
(Gruppe M), Bierhete (Gruppe B) und Holzzuekerhefe (Gruppe B LT) 
in Mengen, die den Proteingehalt der Diaten um 7,2°/, auf 9,3°/, 
erhohten. Mit diesem relativ weiten Eiweibverhaltnis von bt: 10,5. 
das nach Untersuchungen von Me Collum und Mitarbeitern gerade 
noch ausreicht. um bei guter biologischer Wertigkeit der Proteime 
junge Ratten aufzuzichen, zeigten die Jungen Tiere der Gruppen A 
und M (Fischmehl bzw. Mileherweih) gutes Wachstum und eine 
verschwindende Sterblichkeit an interkurrenten Krankheiten (Pneu- 
mone, Paratyphus). Die .,Hefe“gruppen B und BIL bheben im 
Wachstum um tiber 50°) hinter den erstgenannten Gruppen zuruck. 
die Sterblichkeit sehien zuniichst dagegen meht hoher zu sein. 
Dies war in kurzen Zugen der Stand unserer Hrkenntnisse, die 
den Auscangspunkt der im folgenden zu schildernden Unter- 
suchungen bildeten. Da der schlechte Wachstumseffekt der There 
der beiden B-Gruppen praktisch zu beheben war, wenn der Hefe- 
protemanteil in der Nahrung um die Halfte ermedrigt und an seiner 
Stelle tierisches iweib gegeben wurde!), war za vermuten, dab 
im Hefeeiweil lebenswichtige Anmunoséuren, die ftir emen optimalen 
Stoffwechselablauf noétig sind, fehlen oder ino zu geringver Menge 
vorhiegen, und es mubte moghch sein, durch Zugabe dieser fehlen- 
den Aminosiuren das Wachstum zu verbessern. Nahelhegend war 
die Annahme, dab es sich daber um cine der S-haltigen Amuino- 
sduren (Methionin, Cystin, Cystem, Hornocystin und Flomocysteim) 
handeln konne, da sowohl fiir Hefen’) wie auch fiir andere Pilz- 
proteine?) ein relativ medriger Gehalt an diesen Siuren fest gestellt 
wurde: vor allem die eben erwihnten Untersuchungen an Pilz- 
proteien von C. fi. Skinner und Mitarbeitern wiesen deutheh auf 
einen Cystinmangel dieser Eiweibarten hin, da die Autoren zeigen 
konnten, dal ber der Verfutterung an Tiere durch eime Cystin- 
milage eine deutliche Wachstumsverbesserung zu erzielen ist. Wir 


3) H. Fink u. F. Just, Biochem. Z. 300, 84 (1938); 303, 234 (1939): 
kK. Dirr. O. von Soden, ebenda 309, 329 (1941), 


4) CLE. Skinner, A. E. Mueller, J. Nutrit. (Am.) 19, 333 (1940). 
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setzten daher zunachst einer Diat, die der BII-Gruppe (Holzzucker- 
hefe) entsprach, und spiter auch der B-Diat I-Cystin (Merck) in 
einer Menge von 0,2°/, der Nahrung (entsprechend 2°/, des Gesamt- 
proteins) zu und erzielten damit einen iiberraschend starken [Hifekt : 
das Wachstum von jeweils 30 derart gefiitterten Tieren erreichte 
vor allem bei der Brauereihefegruppe (B) praktisch die gleichen 
Werte wie bei der Fischmehlgruppe (A) und der Milcheiweib- 
esruppe (M): genaue Wachstumswerte wird die Hauptverdffent- 
lichung bringen, die Stirke des Effektes kann jedoch aus den 
Wachstumskurven von Fig. 1 schon gut abgeschatzt werden. Auch 
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die Sterblichkeit war recht gering, wahrend sich jetzt bei den 
Gruppen mit den alten B- und BIT-Diaten, die zur Vermeidung 
statistischer Fehler jetzt mit emem sehr umfangreichen Tiermaterial 
von zusammen rund 160 Einzeltieren angesetzt wurden, neben dem 
bereits bekannten schlechten Wachstum deutlich auch eine recht 
hohe Sterblichkeit zeigte, die zeitweise bis zu 80°/, innerhalb der 























Uber eine schwere ernahrungsbedingte Stoffwechselst6rung usw. 139 


ersten 30 Tage betrug. Daran inderte auch eme Krhohung des 
Proteinanteils der Nahrung durch Hefe auf Kosten des Starke- 
antes auf 14°, michts. waihrend wiederum eine Zulage von 0,2°/, 
Cystin gutes Wachstum und geringe Sterbhichkeit zur Folge hatte. 
(Auch diese Versuchsgruppen wurden mit 40-—50 Tieren je Gruppe 
angesetzt.) Za betonen ist noch, das die mit Cystinzulage ge- 
fiitterten Tiere kemeswegs eine erhodhte FrefBlust zeigten; die stets 
kontrolherte Nahrungsaufnahme war — wie in der Hauptmittelung 
noch gezeigt werden wird — bet allen Gruppen praktisch glereh und 
durchaus befriedigend (15-—20 ¢@ je Tier und Tag un Durechschmitt). 

Da nun in der Literatur konkrete Angaben uber pathologische 
Folgen von Cystin-Mangelernahrung fehlen, richteten wir auch 
sleichzeitig unser Augenmerk auf eventuell zu beobachtende che- 
mische und anatomische Organverinderungen der Tiere; zwecks 
Studium der anatomisch-histologischen Veranderungen stellte sich 
Herr Prof. Dobberstein (Direktor des Instituts fir Vetermar- 
pathologie der Universitat Berlin) zu einer Arbeitsgemeimschaft in 
dankenswerter Weise zur Verfiigung. Diese anatomisch-histo- 


logischen Untersuchungen aber die Herr Prof. Dobberstein 
gemeinsam mit uns demniichst ebenfalls noch austithrhich berichten 
wird ergaben nun recht eindeutige Betunde: 


Ks zeigte sich namlich, dab ber den ohne Cystinzulage ge- 
fitterten Gruppen die wihrend des Versuches in hoher Zahl (vel. 
oben) eingegangenen Tiere in 82°), der Falle (es hegen bis jetzt 
1 Sektionsbefunde vor) sehr charakteristische Organveranderungen 
zeigten, die ber den Tieren mit Cystinzulage (mit 1-2 Ausnahme- 
fallen) me beobachtet werden konnten. 

Die auffallhgsten Veranderungen fanden sich an der Leber, 
die em buntfleckiges Aussehen bot und mehr oder weniger stark 
vergrObert war. Neben schwarzrot verfirbten Partien fanden sich 
auffallig hell lehmgelbe Absechnitte wechselnder Ausdehnung. Die 
Konsistenz des Organs war briichig. Auch an den Nieren-fiel fast 
immer die helle Farbe auf. Die Milz wies in einem Teil der Falle 
einen ausgesprochen himorrhagischen Tumor auf. An den ubrigen 
Organen heBen sich grobsinnlich keine Abweichungen nachweisen. 
Histologisch waren die Leberverinderungen sehr charakteristisch. 
Ks kommt zu emer starken Verfettung der Capillarendothehen, 
mum Teil auch zu emer solchen der Leberzellen. Letztere fallen aber 
sehr hiufig auch ohne vorausgegangene Verfettung einer Nekrose 
anheim. Gleichzeitig kommt es dann zu ausyvedchnten, mehrere 
Lappchen umfassenden Blutungen, so daB die Leber stellenweise 
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nur noch ein Triimmerteld darbietet. In emigen Fallen, im denen 
der Leberzerfall offensichtlich langsamer vor sich gegangen war. 
lieBen sich Erscheinungen einer beginnenden Zirrhose sowle regene- 
rative Vorginge von seiten der erhalten gebhebenen Leberzellen 
erkennen. In den Nieren fanden sich degenerative Veranderungen 
der Epithelien der Hauptstiicke sowie Hrscheinungen emer Glo- 
merulitis. Die Veranderungen bewegen sich im der glerehen Rich- 
tune, wie sie ber ahermabiger Cvstinfiitterung von anderer Seite?) 
beschrieben worden sind. 

Die chemische Untersuchune eimzelner dieser Lebern die in 
diesem Malle kurz vor dem [ixitus der There entnhommen wurden 
ergab  emen  verschwindend — germeen Glvkogengehalt (rund 
LOO ine" 
3.85" 


9 In der Frischsuabstanz), der Fettgehalt war mit rund 
0 der Krischsubstanz cegeniiber cesunden Lebern dieser 
Gruppe etwas ernredrigt: auch der Troekensubstanzgehalt dieser 
Lebern lag mit 18 19°), relativ medrig, jedoch kommen hierbe 
erohere Schwankuneen normalerwese VUuL, oy dali erst noch 


weitere Ergebnisse abzuwarten sind. 


Inesen v6lligen Zusammenbruch des Organismus deuten wit 
uns cewissermaben als Arbeitshypothese vorlaufig so. dab 
den Tieren ber den in Frage kommenden Diiiten Cystin zur Um- 
wandlune intermediirer Stoffwecehselprodukte fehlte: da nun be- 
kannthch ZAwischen- oder Endprodukte des Stoffwechsels meist als 
Acleifte wirken, wenn sie nicht weiter um- oder abgebaut werden 
konnen, so kOnnte man sich auf diese Weise sehr wohl das vor- 
hegende irankheitsbild als Cvstin-Maneelerschemune deuten. Das 
Cystini kOnnte daber im Redoxsystem HE ae » _ des 
Cystin-Cvsteinpaarhnes oder i anderen derartigen S-Systemen 
(Glutathion) wirksam sem; im Betracht za ziehen sind aber auch 
vielleicht am Schwefel durchoxyvdierte Abbauprodukte. wie z. B. 
das ‘Taurin. Interessant ist dabei noch, dah nach Untersuchungen 
aus dem Arbeitskreis von Rose®) Cystin (bzw. Cy stein) selbst nicht 
die lebenswichtige schwefelhaltige Aiminosiure ist: dies ist) Me- 
thionin, das fiir das Wachstum unbedingt nétig ist und durch 
Cystin nicht ersetzt werden kann. Da die Versuchsgruppen mit 
Cystinzulage nun em recht gutes Wachstum zeigten, kann de 
Diit also Methionin micht cefehlt haben. 


') Karl, Victor, J. exper. Med. (Am.) 73, 161 (1941). 
5) M. Womack. K.S. Kemmerer u. W.C. Rose, J. of Biol. Chem. 
121, 403 (1937). 
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Was die toxisch wirkenden Zwischenprodukte des Stoff- 
wechsels anbelangt, so kOnnen sie aus dem Eiweibstotfwechsel, aber 
vielleicht auch aus dem ubrigen Betriebsstoffwechsel stammen, 
Ireendwelche speziellen Hefebestundteile kommen jedenfalls als 
Ursache mecht in Frage, da auch ein Ersatz der Hefe durch ganz 
andere cystinarme Eiweibheferanten, wie z. B. durch Casein oder 
reine cystinfrete Aminosiuen, die gleichen Befunde zeigen, was 
aus zur Zeit noch laufenden Versuchen emdeutig hervorgeht. 
7 erwahnen ist ferner noch, dab alle fiir die Diditen verwendeten 
Nahrungsmittel sowohl chemusch wie auch um Tierversuch mit 
mindestens je 1O-—20 Tieren auf eme eventuelle Toxizitat durch 
Faulnisprozesse oder zufalhe boaigemenete Gilftstoffe (Arsen, Blea, 
Phosphor usw.) cepruft wurden. Auch em trsatz des Leber- 
traps durch Palmin, sowie ein Austausch der Cereahen Rogeen 
und Weizen gegen Gerste bewirkte keine Untersehede im den 
Befunden: ebensowenie hatten klemnere Zulagen von vitamin-C- 
haltigem frischem Gemuse eine Wirkune, was allerdimys ber der 
C-Unabhingigkeit der Ratte auch nicht zu erwarten war. Damit 
ist allerdings meht vesast, daly micht vielleicht gréBbere Gaben von 
Ascorbinsiiure auf Grund ihrer, dem) Cystin Cysteinpaarling ihn- 
lichen Redoxwirkune ebenfalls eime enteiftende Wirkune zeigen 
konnten. Diese rage wird von uns zur Zeit noch bearbeitet. 


Diese Kregebnisse veben uns zweifellos neue wichtige Kimblicke 
my den Intermediirstoffweehsel and dirften fur die Mrnihrungs- 
plivsiologic theoretisch und praktisch von Interesse sem. Auber. 
dem sind aus diesen Befunden aber vichercht auch noch wichtice 
Schiiisse fiir die [rforschung und Therapie mancher Stoffwechsel- 
krankheiten zu ziehen. Unteressant wst ma diesem Zusammenhane 
die ‘Tatsache, dali Cystin oder sci Reduktionsprodukt Cystem 
bereits in der Therapie cine vewisse Rolle spielt!). So wirkt Cystein 
ber manchen Infektionskrankheiten, zB. ber der Diphtherte, 
cunstig, und man sieht im dieser Wirkune ebenfalls emen lint 
viftungsvorgang gegentuber Bakterientoxmen. Auch ber Storungen 
der Funktion der Nebenmere (Morbus Addison) wird es mot iMrfole 
verwendet und scheint daher ber den durch das Rindenhormon 
vesteuerten Stoffwechselvorgingen eme vewisse Rolle zu spielen. 
Wir werden in der Hauptimittellung auf diese Frage noch niher 
emgehen. 


W. Herbrand, K.H. Jaeger, Med. Klin. 48, 1 (193%) 
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7usammentassend ist. festzustellen, dali dein Cystin im Or- 
ganismus anscheinend eine ganz spezifische, man konnte fast 
sagen vitaminaéhniche Bedeutung zukommt: wenn es fehlt oder 
in zu geringer Menge vorlegt, treten schwerste Stoffwechsel- 
stdrungen auf, die zu den beschriebenen Leberveranderungen 
fahren. Von grobem Interesse ist nun auch die Frage. ob auch 
von den anderen Amimosiuren eimzelne neben ihrer Bedeutung 
im Gewebeaufbau derartige spezifisch funktionelle Wirkungen 
aufweisen, die sich im ahnhchen oder auch anderen Krankheits- 
bildern zeigen konnen. Wir haben mit Arbeiten nach dieser 
Richtune begonnen. 
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Die direkte Gewinnung von Oligo-nucleotiden aus tierischem 
Gewebe. Nucleinsduren VI") 


Von 


KF. G. Fiseher und Heinz Lehmann-kehternacht 


Aux dem Chemischen Institut der Universitat Wirzbure 


Der Schriftleitung zugegangen am 10. Februar 1944) 


Zur Gewinnnug von Thymo-nucleimsiduren aus tierischem Ge- 
webe wird entweder zuniichst die Herstellung wasserloshcher Nucleo- 
proteide durchgefihrt, die fermentative Hydrolysen einbegreift, 
oder durch Einwirkune von Atzalkalien eine AblOsung des Kiweibes 
von der Saure bewirkt. Die Schwierigkeiten der Trennung von 
Miweib und Siiure sind einmal darin beerundet, dab beide meht nur 
salzartig, wie off angenommen wurde, sondern auch durch Haupt- 
valenzen gebunden sind, zum anderen aber auch in den kolloiden 
Kigenschaften der Sauremolekule. Ks ist daher Ofters, unter Ver- 
aicht auf die [soherung der hochmolekularen a-Nuclemsaure, eime 
Gewinnung der polynucleotidischen Zetlbestandtcile als mieder- 
molekulare b-Saure erstrebt worden. 

Gegen den von A. Neumann?!) zu diesem Gwecke zuerst an- 
vewandten, lanverdauernden alkalischen AufschluB des Gewebes 
ist geltend gemacht worden, dali nicht nur das Kiweib, sondern 
auch die Siure dabei stark verindert und teilweise zerstort werden 
wurde. 

Zu reimeren Produkten schien die fermentative Auflosung der 
ZAellkernsubstanz durch ,,Nucleasen’’ zu fiihren, die schon im 
Kosselschen Arbeitskreis naher untersucht worden ist?). Die 
Wirkune von Pankreasausziizgen, Pankreatin und anderen der- 
artigen Praparaten wurde durch diese Untersuchungen bekannt 
und hat spater auch als histologische Nachweismethode Beachtung 
vefunden’). Yon R. Feulgven#) ist Pankreatin insbesondere fur 
die praiparative Gewinnung der b-Nucleinsaéuren aus Geweben ver- 


Herrn Prof. H. von Euler zum 70. Geburtstagve gewidmet, 
V. Mitteilung: Diese Z. 271, 246 (1941). 
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wendet worden. Liegen die Kernsubstanzen isohert oder stark 
aagereichert vor, wie bei Fischspermien oder Krythrocytenkernen, 
dann genigt eine Verdauung mit Pankreatinlosung und eine Alkohol- 
fillung aus natronalkalischer L6sung, um die b-Saure in recht reiner 
Form abzuscheiden. Bei anderen, an Kernsubstanzen iirmeren Aus- 
gangsstoffen, wie bet allen Geweben und auch bei der Thymusdriise, 
reicht jedoch die Pankreatinwirkung bei entsprechenden Ferment - 
konzentrationen mcht zu. Ks empfiehlt sich in solchen Fallen ein 
vorhergehender Autschlufi durch kurzes Erhitzen mit Natronlauge. 
Mittels Alkoholfaillung nach Zugabe von Ammoniumchlorid wird 
ein noch sehr stark eiweiBhaltiges Natriumsalz erhalten, welches 
dann der Pankreatinverdauung unterwortfen wird. 

Unsere Versuche gingen von der Feststellung aus, dab a-Thymo- 
nucleinsdure von Pankreas-Polynucleotidase tiefgreifend hydro- 
lysiert wird, bis zu Ohvonucleotiden namlich, deren Molekulgrébe 
auf die Verkniipfung von nur noch 4 Mononucleotideinheiten 
schheBen labt®). Wenn die Wirkune dieser Polynucleotidase die 
Nucleinsiiuren auch wm ihrem zelloebundenen Zustand erfaBt, dann 
mul} sich darauf ein einfaches Verfahren zur Herauslosung der 
Sduren aus Zellkernen und zur unmittelbaren Gewinnung der 
Olivonucleotide begrtinden lassen. 

Gereimgte Desribo-Polynucleotidase aus Rinderpankreasaus- 
zugen§) lost tatsichlich, wie wir fanden, die ganze Nucleinsdure der 
Kernsubstanz fein verteilter, zur Inaktivierung der eigenen Fer- 
mente vorher erlitzter Thymusdriise als Ohgo-nucleotid heraus. 
Uber 97°, der organisch gebundenen Phosphorsiiure der ent- 
fetteten Drise sind nach der Nucleotidaseeinwirkung in Losung, 
wihrend in dem Kontrollversuch olne Fermentzugabe nur die von 
vornherein siarel6sliche Phosphorsiiture (15°/)) sich darin findet 
(Versuch 2). 

Die verwendeten Polvnucleotidasepraparate sind proteolytisch 
unwirksam: fiir die LoslOsune der Nueleinsiuren aus threm zell- 
cebundenem Zustand und fiir ihren hydrolytischen Abbau scheint 
also eine Aufspaltung der EnweiBpaarhinge nicht Voraussetzune 
Zu sel. 

Die Verschiedenheit des a-Nucleinat-verflussigenden Ferments 
vom Trypsin ist zwar schon fruh erkannt worden?); aus den bis- 
herigen Untersuchungen 


gine jedoch mecht hervor, ob fiir die 
HerauslOsunge der Nucleinsiuren aus den WKernsubstanzen auch 
eine Mitwirkung von Proteasen erforderlich ist, die im Pankreatin 
z. B. reichlich vorhanden sind. 
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Zur direkten, fermentativen Gewinnune der Oligonucleotide 
aus Geweben kommt es jedenfalls allein auf die Wirksamkeit der 
verwendeten Praiparate als Polynucleotidase an. Da nach unseren 
friheren Versuchen’) die kiuflichen Pankreaspraparate im Ver- 
eleich zur Pankreasdriise selbst eine nur schwache und schnell ver- 
gingliche polynucleotidatische Wirksamkeit zeigen, empfiehlt sich 
zur Darstellune von Oligonucleotiden viel mehr die Anwendung von 
aus Pankreas selbst hergestellter Polynucleotidase. 

Fir die priparative Gewinnung eréberer Mengen yon Oligo- 
nucleotiden war die weitere Feststellang von Bedeutung, daB im 

etrockneten Rinderpankreas die Wirksamkeit der phosphat- 
abspaltenden Mono-nucleotidasen weit hinter jener der Poly- 
nucleotidasen steht. Es kann daher zur Fermenteimwirkune 
Pankreaspulver verwendet werden, ohne dah, ber fast voélliger 
Auflosung der Nuclemsiiuren, die Menge der freien Phosphorsiiure 
um mehr als 5-—10°/) der Gesamtphosphorsiiure zunchmen wirde, 
ios echnet so in einfachster Weise die direkte Verarbeituny croberer 
Mengen von Thymus und auch von anderen an WKernsubstanz 
armeren Geweben auf Oligonucleotide. 
Aus 2 ke feinverteilter Thymus z. B. werden nach Zugabe von 
boo Linderpankreastrockenpulver ber 37° 1m Laufe von 14 Stunden 
7-859) der gesamten phosphorhaltigen Stoffe der Driise auf- 
eeschlossen (Versuch 3). Die urspriingheche WKernsubstanz leet dann 
ais Salz von Oligonucleotiden mit basischen Hiweibstoffen celdst 
vor. Dureh Fallang mit Methanol kann dieses Salz (mit 4°/, PB) 
ausgesctueden werden. Zur Abtrennune der Oligonucleotide selbst 
eronet sich am besten thre Fallune aus der Losune als Bletsalze 
oder, weniger vollstandig, als Kupfersalze. Nach der Zerlegunge der 
Schwermetallsalze mit) Natriumsulfid ko6nnen die Nucleotide durch 
Millune mit Athanol als Natriumsalze, besser noch durch Zugabs 
Snesiumacetal und NI thanol als Macnesiumsalze erhalten 
werden. (Versuch 3a). [Ihre Remheit (i,t 8,297) P) entspricht 
yener der aus isolierter a-Thymonuclemsaure crhaltenen Priiparate. 
Die Fallung als Maecnestumsalz mit Methanol, die sich schon 
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Die Ausbeuten sind in der folgenden Ubersicht angegeben: 
Aus Lkg Kalbsthymusdrise: 


mit 6.56 ¢ Gesamt-P, 1,07 g saureléslichem P (16°')), davon organisch ge- 
bunden 0.67 ¢ (10°/,), anorganisch 0.40 ¢ (6°/,) 


| 
Permuatatire Auf- Alkalischer AufsehluB Alkalischer Aufschluf 
schluB yon LO Minuten von SO Minuten 
Y Y 
Mg-Nalz Na-Salz Mg-Salz 
der Oligonucleotide der a-Nucleinsaure der b-Nucleinsiure 
(direkt gefallt: 58 ¢ mit (41 ¢ mit 2.9 ¢ organ. (52 ¢@ mit 3.5 ¢ organ. 
3.00¢ organ. gebunde- cebundenem P) gebundenem P) 


nem P: iiber das Bleisalz 
erhalten: 37 g mit 2.6 ¢ 
organ. gebundenem P) 


Ber kiirzerdauernden fermentativen Autschlissen (7 Stunden) 
entspricht die MolekiileréBe der in Losung gegangenen Oligonucleo- 
tide emer durchschnittlichen Zusammensetzung aus 8—20 Mono- 
nucleotiden, bet lingerdauernden (14 Stunden) in der Hauptmenge 
nur noch einer solchen von durchschnitthch 4 Mononucleotiden. 
Die derart unmittelbar aus der Thymusdriise gewonnenen Oligo- 





nucleotide entsprechen also, und zwar auch in ihren sonstigen 
Kigenschaften, wie Léshchkeit, optische Aktivitat, Dephosphory- 
herungsgeschwindigkeit denen, die durch Polynucleotidasewirkune 
aus isolhierter a-Nucleinsiure erhalten wurden). 

Zur Beurteilunge der Molekider6éBbe wurden gemessen, wie in den 
friaheren Untersuchungen®), die Dialysiergeschwindigkeit, ferner 
die Geschwindigkeit der Dephosphoryherung durch gereimigte Mono- 
nucleotidase (welche Ritckschliisse auf die relative Hiufigkeit eim- 
fach veresterter, endstiindiger Phosphatgruppen erlaubt‘) und 
schheblich die Loshchkeit im Siuren (Versuchsteil 5). 

Ber der Priifune der Eimheithehkeit der erhaltenen Olgo- 
nucleotidpriparate wurde festgestellt, dab die Fillung als Magne- 
siumsalze mit Methanol auch Ribonucleotide miterfabt. In germeer 
Menge (etwa 6°/,) sind sie daher in den Me-Salzen enthalten, wie 
aus Ribosebestimmungen (als Furfurol) hervorging. In der Thymus- 


driise selbst sind, nach der gleichen Methode ermittelt, angenihert 
7°), der gesamten Phosphorsiure in Ribose-nucleotiden gebunden 
(Versuchsteil 6). 

Fir alle Zwecke, welche micht die hochmolekulare a-Nucleim- 
siure und auch nicht fermentativ hergestellte Ohgonucleotide er- 
fordern, ist die bequemste Methode zur Gewinnune der nucleo- 
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tidischen Zellsubstanz ohne Zweifel jene der langer dauernden, 
Z. B. 1 ¥/ostiindigen, Alkaheinwirkung auf das Gewebe naeh dem 
Vorbild von A. Neumann. 

Ber Untersuchung der alkalischen Hydrolyse der a-Siiure sahen 
wir, dab einem vergleichswetse schnellen Abbau bis zur Stute der 
sogenannten b-Saure, d. bh. bis zu einem Polyvnucleottdgemisch, das 
in Séuren noch nahezu unlosheh ist, aber keme gallertige Natriuim- 
salzlosungen mehr eibt, em nur langsamer Abbau zu Ohleonucleo- 
tiden folet. Bis zur Bildune der b-Saure wird so cut wie keine Phos- 


phorsiure abgespalten und die Losungen farben sich nur wente 
lunkel. Die Zersetzungserschemuneen ber der Hydrolyse des kolloi- 
dalen Sduremolekils zur b-Séure schemen zuweilen tberschiatzt 
worden zu sein. 

Auch ber der energischen Hydrolyse der ‘Thyimusdrise selbst 
bis zur Bildune der b-Saure (z. B. SO Minuten ber 95° in 10° piger 
NaQH) wird Phosphorsiure nur zu wenigen Prozenten der Gesamt- 
menge aus organischer Bindune fret und wahrschembheh nicht 
einma| aus den polynucleotidisehen Bestandteilen. Die Ausbeute 
an organisch eebundenem Pin der b-Saure ist yedentfalls mindestens 
ebenso gut, wie ber Gewinnune der a-Siure (vel. die Ubersicht). 


- 


Sehr wirksam war zur Abtrennune der Polynucleotide aus der 
Hydrolysenflissigkeit abermals ihre Fallung als Magnesiumsalze 
durch Methanol. In emfachster Weise gelnet derart die Gewimnune 
von Salzen, die ohne weitere Remigune 7,5-—-8.097) P enthalten und 
eme nur diuberst schwache Biuretreaktion zeigen. 

Durch Bestimmung der Dialysenkoeffizienten libt sich schitzen, 
(mit all den in fritheren Mitteilungen ausgesprochenen, von der 
Methode geforderten, Vorbehalten), dali die so dargestellte b-Siiure 
aus einem Gemuisch von Polynucleotiden besteht, die 10—40, zum 
seringen Teil viellercht noch mehr, Mononucleotidemheiten enthalten 
(Versuchsted Dp}. at 

Die Grenzen der Molekiler6Bben sind also a&hnlich denen, die 
wir ber eimigen Handelspraparaten von Hefe-Nuclemsiuren ge- 
funden haben®). 

rst durch mehrstundige Hydrolyse durch n-Natronlauge 
(ber 95°) wird unter Zersetzunescrschemungen, z. Bo unter Phos- 
phatabspaltung, ein ‘Teil der b-Saure zu Olieonucleotiden weiter- 
cespalten, unter anderen auch zu Petranucleotiden (Versuchsteil 5). 

Nach unseren durfahrungen ist die Methode der alkalischen 
Hydrolyse mit nachfoleender FPallung als Magnesiumsalz durch 


} ek . 1] “a ! | 
Methanol die vorteilhafteste von allen bisher beschricbenen, wenn 
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bei der Gewmnaune der polvnucleotidisehen Zellsubstinz thr Kon- 


densationserad keme Rolle spielt. 


Zusammenfassung 

1. Durch geremigte, proteolytisch unwirksame Desribo-Poly- 
nucleotidase werden die Nucleinsiiurebestandteile der Thymusdriise 
vollstiindig herauseelést, und zwar als Oligonucleotide, die schhet- 
lich die Molekilgrobe von Tetranucleotiden zeigen. 

2. Fur praparative Zwecke lift sich der fermentative Auf- 
schlufi des Gewebes einfach mit Trockenpankreasausziigen aus- 
fiihren. 


3. Ein Verfahren zur Darstellung der sogenannten b-Thymo- 
nuclemsiaure durch Fallane des Magnesiumsalzes aus methanoliseher 
Losung nach lingerdauerndem alkahschem Aufschlub des Gewebes 
wird beschrieben. In der sogenannten b-Siiure sind hauptsachhch 
Molekile mit 10—40 Mononucleotideinheiten vorhanden. 


Besehreibune der Versuehe 





1. Bestimmung der Phosphorwerte in der Thymus-Driise 


ine abgewogene Mence (2 


a] 


der in einer Latapie-Miihle zu einem 
feinen Brei gemahlenen Driise wird durch Zugabe von Natronlauge gelést und 
auf 1O0ccm aufgefullt. 2cem der Lésung werden verascht und aliquote 
Teile davon zur Bestimmung des Gesamtphosphors verwendet’). Eine 
zweite, annihernd gleiche Menge Thymusbrei wird in Wasser aufgeschlammt, 
mit 1Qcem n-Trichloressigsiure versetzt, 10 Minuten geschittelt, dann auf 
~50cem aufgefillt und véllig klar zentrifugiert (15000 U Min.). In aliquoten 
Teilen wird der saurelostiche Phosphor und der siurelésliche, orga 
nisch-gebundene Phosphor bestimmt. Die Differenz ergibt den an- 
organischen Phosphor’), 


Gefunden wurden aut lOO g¢ frische Driise umgerechnet: 656 mg Gesamt-P. 


107 mg sa&iureldsticher PB ( 16,.3° ,), davon 67 mg siureldbslicher, organisch 
gebundener P (10,2°),), also 40 mg anorganischer P (— 6,1°/,). 

Zur alkalischen Hydrolvse wurden 2,609 ¢ Thymusbrei mit 2,7 ccm 
5°/,igem NaCl 20 Minuten im = siedenden Wasserbad gehalten, mit NaOH 
gerade alkalisch gemacht, mit weiteren 3cem 2n-NaQH und mit Wasser 
bis zu einem Gesamtvolumen von 25 ccm versetzt und z. B. 10 Minuten auf 
98° erhitzt. Nach dem Abkiihlen und Neutralisieren mit ‘Trichloressigsiure 
wird, wie oben angegeben, weitere Siiure zugesetzt und weiter behandelt. 

CGefunden wurden (l00¢ ) frische Driise): 192 mg. sdurel6slicher V 
( 29,.3°/,), davon 28 mg organisch vebunden (19,6°')), also 65 mg 


ww 
~~ 


organischer P (9,7°/,). 

Kir entfettete und getrocknete Thy musdrise (ersch6pfende 
Ixtraktion in der Hitze mit Aceton, dann bei 50°, 12 mm, getrocknet) fanden 
wir in einem Falle 2,34°/, Gesamt-P, in einem anderen 2,45° atin Mudtkon 


2 57°) (im Hochvakuum weiter getrocknet) 


je 


0 
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2. Einwirkung gereinigter Polynucleotidase auf Thymus- 
Trockenpulver 


Aufgesochter Phymus wird durch den Fleischwolf getrieben, mit heiBem 


Aceton erschopfend extrahiert und in der Wugelmiihle staubfein gemahlen. 
*) » 


; im ry j , “1 6) are af us ce ~ 
3g dieses Trockenpulvers (mit 2,3 Gesamt-P) werden mit 5 ecem Poly 


it 
nucleotidasel6sung, 13 ceem Wasser und einigen Tropfen Toluol versetzt und 


12 Stunden bei 37" belassen. Das Ferment stammte aus getroeknetem Rinder 


4 


1 . wo ea ‘ . ics é P . 
pankreas, war mit Ammonsulfat bei 30——-40° ,iger Sattigung zweimal gefallt 


? 


t > ee ee % 9 ‘ ~6\ Te + . “ = . a*5 a 1r) 
Una an Kies igur adsorbiert worden®). kis enthielt etwa boo ny keiwelb: fceven 


(selatine war es unwirksam. Nach dem <Auftkoechen und Zentrifugieren 


15000 U Min.) des Versuchsansatzes befinden sich in der Restl6sung 62.5 me 

89.3 P. Dureh cleichartige Wiederholung der Polynucleo 
tidaseeinwirkune auf den Riickstand mit frischem Ferment werden weitere 
b.ome Pin Losung gebracht. Im ganzen sind also 69 me P von 70 meg Driisen 
nhalt celdst worden. Das L'neeldoste wiegt cetrocknet noch Soo me und ent 
halt sicher weniger als 3°, des urspringiich vorhandenen P. Ohne Ferment 


4ugaben gehen unter sonst gleichen Bedineungen nur Stoffe mit etwa 15° , 


iy - ver } . 
des Gesamt-P in Losung, entsprechend der von vorneherein vorhandenen 
Vienge an anorganischem und organisch gebundenem, aber saurelédsichem P 


o. Fermentativer Aufschlu8 der Thymus-Driisen 


Die schlachtfrischen Thymusdriisen werden ohne zu ruhbren in kochendes 


Wasser mit 0.2 Volumen-? Mssigsiure eingetragen und einige Minuten, bis 


0 
das Wasser wieder zum Sieden erhitzt ist. darin belassen. Dadurch wird die 
Wirkung der CGewebstermente unterbunden und eine Hartune der Driisen 
erreicht, die das Mntfernen von Fett, Hiiuten und groben Blut cefaBen erleichtert. 
Nach dreimaligem ‘Vreiben der gereinigten Driisen durch einen wirk 
samen Ileischwolf ist jene feine Zerteilung erreicht, die fiir die Vollstandigkeit 
des fermentativen Aufschlusses Voraussetzung ist. 
: »ctem Aufkochen, Rein 


praparieren und einmaligen Zerkleinern ino etwa dem gleichen Volumen 


Methanol imonatelang aufbewahrt worden waren. Nach dem Absaugen der 


Ofters wurden auch Driisen verwendet. die na 


Flussigkeit wurde der Gewebsbrei noch zweimal gemahlen und wie Jener aus 
frischer Dritise weiterverarbeitet. 
2 ko der gelbgrauen Thyniuspaste werden mit 2 Liter warniem Wasser 


zu einem gcleichmabigen Bret von etwa 40° verriihrt, zur Vermeidung von 


[ntektionen mit 5 c¢em ‘Voluol und schlieBlich mit der Aufschlimmung von 
go ¢ Kinderpankreas-Trockenpulver®) in 0.5 Liter Wasser versetzt. Der Ver 
suchsansatz wird dann in einen Phermostaten von 37° gebracht und bis zum 
\bbrechen der Verdauung kraftig inechanisch gerihrt. 

Schon wenige Minuten nach Zugabe des Pankreaspulvers verflussigt 
sich der Brei merklich. Nach etwa | Stunde ist die Aufspaltung der Nucleo 
proteide schon so weit fortgeschritten, daB bei ruhigem Stehen die ungelost 
bleibenden Drusenteilchen sich absetzen und eine klare, hellgelbbraune Flussig 


keitsschicht hinterlassen. jJedoch sind erst nach J2—14 Stunden 75—s85",, 


jes Gesamtphosphors des Thymusgewebes in Losung. ktwa!. der eingvesetzten 

. = . 1 } | . + ) j i , oct mar 
Drisenmenge hat sich dabei gel6st. Bel langerer Dauer der Verdauung wird 
jieser v 


. nee 3 ee } | es \ ‘ ‘ } om A. \ | 
Antell vrover und erscnwert die Aut Lyte Ing, onne Gab aie A\usbeute 
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Der Ansatz hat sowohl zu Beginn wie am [Ende des Versuches die gleiche 
Aciditat, entsprechend cinem px von etwa 6,5. 
Nach dem <Aufkochen der Aufsechlammung zur Verhinderung jeder 
weiteren Fermentwirkunge wird auf einer Uberlaufzentrifuge (7000 U/Min.: 
Trommel aus nichtrostendem Stahl) abgeschleudert und der feste WKuchen 
durch zweimaliges Verriihren mit je | Liter Wasser und Zentrifugieren nach- 
gewaschen. 
Die Lésungen sind noch getriibt durch Fett- und andere Teilchen, die Ti 
durch Zentrifugation schwer zu beseitigen sind. Vo6llige Klarung ohne Nucleotid- 
verluste erreicht man in kurzer Zeit durch Einrithren einiger Lo6ffel grob- 
korniger Kieselgur (S SO der Firma Kieselgur-Industrie G. m. b. H., Hannover) 
und Absaugen durch einen groBen, mit einer diinnen Gurschicht belegten 
Filter, der zum Schlu8 mit wenig Wasser nachgespiilt wird. Aus der hellgelb 
braunen Loésung (etwa 5 Liter) kénnen die Oligonucleotide entweder als Blei- 
salz oder aber nach Einengen durch Zugabe von Methanol als Magnesiumsaly 
gefallt werden. 


oa. Gewinnung der Oligo-Nucleotide iiber das Bleisalz 


Man bestimmt mit einem aliquoten Teil der Losung (etwa 20 ecem) im 
7entrifugenglas, welche Menge einer m-LOsung von neutralem Bleiacetat 
| Pb (CoH.A Yoo 3H,O| zur vollstandigen Fallung bei einem PH von 6,5—7,0 
zureicht (fiir den Gesamtansatz etwa 500 ccm) und fiihrt dann die Bleisalz 
fallung mit der gesamten L6sung durch. Die Kinstellung des py erfolgt durch 
Zugaben von konzentriertem Ammoniak: 

Nach einigem Stehen laBt sich die Hauptmenge der 
Dekantieren vom Bleisalz abtrennen, das dann in 
abgeschleudert wird. 
rithren mit je 


Restlosung durch 
der ‘VTrommelzentrifuge 
Der feste Kuchen wird zweimal durch griindliches Ver 
3, Liter einer m 20-Bleiacetatlbsung und Zentrifugieren ge- 
waschen; die Biuretreaktion seiner Autschlammung ist dann nur sehr schwach. 
Nun wird das Bleisalz in einer geriumigen Reibschale mit wenig Wasser an- 
vericben und unter weiterem Verreiben durch Zugabe der gerade erforderlichen 
Menge einer m-NatriumsulfidlOsune zerlegt (Prifung mit 








Bleiacetat papier. 
Bei vollendeter Zerlegune setzt sich das Bleisulfid rasch nieder). Gebraucht 
werden etwa LO—15"), weniger als der zur Fallung bendtigten Bleiacetatmenge 
entspricht. Das gebildete Bleisulfid laBt sich sehr gut abschleudern und im 
Zentrifugenglas mit wenig Wasser nachwaschen. Die klare, hellgelbe, alkaliseh 
reagierende Losung des Natriumsalzes (O,8S—0.9 Liter) wird zur Beseitigung 
des geringen Uberschusses an Natriumsulfid evakuiert und im Vakuum durch 
KssigsiurezufluB gerade lackmussauer gemacht. Nach Abdestillation einiger 
Kubikzentimeter Wasser im Vakuum ist der Schwefelwasserstoff vertrieben, 
ohne daB eine Schwefelausscheidung die LOsung verunreinigt hatte. 

Zur Abtrennung des anorganischen Phosphats (entsprechend etwa 1,4 g¢ P 
oder 12-179), des Gesamt-P der Lésung) wird Magnesiumacetat zugesetzt 
(ctwa 20 ¢ Mg (C,H.0,). + 4H,O oder 100 cem einer m-LOsung) und kon- 
zentriertes Ammoniak, gerade bis zum Phenolphthaleinumschlag. Nach 
2stiindigem Stehen in der Wiilte wird der Magnesiumammoniumphosphat- 
Niederschlag durch Sechleudern oder Filtrieren durch eine dtnne WNieselgur- 
schicht abeetrennt, die L6sung mit Essigsiure wieder neutralisiert und im 
Vakuum zum Sirup eingeengt (ungefahr 150 ccm). Nach Zugabe einer Losung 
von 70 ¢ Magnesiumacetat (-; 4H,O) in moglhehst wenig heibem Wasser 


nig und 
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Vermischen mit ungefahr 150 eem Methanol (um die Lé6sung diinnfliissiger zu 
machen) wird durch EingieBben in 2 Liter Methanol unter Riihrung das Magne- 
slumsalz gefallt. Nach 2stiindigem Stehen in der Kilte wird das Salz ab- 
gesaugt, auf der Nutsche griindlich mit Methanol nachgewaschen und im 
Vakuuimexsiceator getrocknet. Man erhalt 70--75 ¢ mit einem P-Gehalt von 
6.9 —7,2° 9, insgesamt also 4,9—5,3 g P, entsprechend einer Ausbeute von 45 
bis 00° | des Gesamt-P der verdauten Driise oder 65—70°/, des durch die Ver- 
dauung in Lésung gebrachten, organisch gebundenen P. 

Beim ‘Procknen im Hochvakuum bei 100° verliert das Mg-Nalz 13—14° , 
an Gewicht und enthait dann 7,7—8,.2°, P.. Fur das reine Salz berechnen 
sich 9,549 

AuBer der Fillung der Nucleotide als Bleisalz wurde auch die als Kupfer 
saiz gepruft und als weniger vorteilhaft gefunden, da sie unvollstandiger ist. 
allt man die annihernd neutralen Verdauungsl6sungen ohne Zugaben von 
Ammoniak, dann werden sie schwach sauer und es hinterbleiben in den Rest- 
losungen folgende Bruchteile der Gesamtmenge des organisch gebundenen P: 

sei Pb-Acetatzugaben 16°/,; Cu-Acetat 31°/,; Cd-Acetat 35°/,. 

Kir manche Zwecke ist nach der Fallung der Nucleotide als Bleisalz 
die Abtrennung des anorganischen Phosphats nicht erforderlich und die Ge 
winnung des Natriumsalzes (statt des Magnesiumsalzes) vorteilhaft. Man engt 
nach der Zersetzung des Bleisalzes und der Zugabe von Essigsiiure die 
wabrige Losung im Vakuum bis zum Sirup ein und fallt mit dem 4fachen 
Volumen Athanol. Nach Aufnahme in wenig Wasser und Wiederholung der 
Fallung wird das Natriumsalz schlieBlich mit absolutem Athanol angerieben, 
abgesaugt und bei SO? im Vakuum getrocknet. Hs wurden in einem Ver- 
such z. b. 85 ¢ erhalten mit 7,10°), Gesamt-P. Davon waren 5,68°/, organisch 
gebunden, entsprechend 4.83 2 P. 


ob. Direkte Fallung der Oligo-Nucleotide als Magnesiumsalz 

Kin etwas unreineres Me-Salz abt sich durch direkte Fallung mit 
Methanol aus der eingeengten Verdauungslésung gewinnen. Bei dieser Arbeits 
weise spart man einige Zentrifugationen, mul aber die Destillation groBerer 
Mengen Wasser im Vakuum in Kauf nehmen. Die vollig geklarte L6sung 
(etwa 5 Liter aus 2 kg Thymuspaste, so gewonnen wie im vorletzten Abschnitt 
beschrieben) wird zunachst durch Zugabe von Magnesiumacetat und Ammo 
niak vom anorganischen Phosphat befreit. Nach der KEntfernung des Magne 
siumammoniumphosphat-Niederschlages, am besten durch schnelle Filtration 
durch eine diinne Wieselgurschicht, und nach genauer Neutralisation mit 
lussigsaure, wird im Vakuum zum = Sirup eingedampft (Vakuum-Umlauf- 
verdampfer von Schott u. Gen., Jena; Octylalkoholzugabe zur Verhinderung 
einer Schaumbildung), zuletzt unter Zusatz von 90 g Magnesiumacetat (4 aq.). 
Das pu soll 6.5 betragen (wenn erforderlich, Zugabe von [isessig). 

Der Sirup (etwa 700 com) wird dann durch Vermischen mit dem gleichen 
Volumen Methanol diinnflissiger gemacht und unter lebhafter Ruhrung in 
3 Liter eiskaltes Meth 
abgenutscht, mit Methanol vrindlich gewaschen und getrocknet. 

In einem Ansatz z. B. mit 9.77 


(S4°.. des Gesamt-P der Druse), von denen 1,37 ¢ anorganisches P, 8,40 g 


anol eingevossen. Das ausvefallte Magnesiumsalz wird 
(resamt-P in der Verdauungslosung 


organisch gebundenes P waren, wurden erhalten 117 g exsiccatortrocknes Mg 
yrechend 6,09 g P oder 70°, d 


it oa" r. nts i 


es organisch gebundcnen P. 


’ 
? 
4 
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Durch Umfallen aus Wasser—-Methanol werden M: 


-Salz 


y 


mit 6.5—6,8°), P. Die weitere Reinigung geschieht am bestes 


Kin cleichartig dureheefihrter fermentativer Aufschiub 
der Nucleinsiuren der Rindermilz hatte insofern abweichende 
Ergebnisse, als nur ein geringer Bruchteil (18/4) der in diesem 
Organ enthaltenen Phosphorverbindungen als Magnesitumniclemat 
erhalten werden konnte. Hs bleibt zu untersuchen, ob die Thymo- 
nuclemsduren der Milz wirkheh nur diesen medrigen Hundertsatz 
emnehinen, 

Nach dem Aufkochen und Vermahlen wurden $20 ¢ Rindermilzbrei (mit 
2510 mg Gesamt-P, 684 mg sdaurelOslticher P, davon 322 y isches 


’ me LY Sa Uc! UadV Oli ?) Pays meg Lr) Organist 


Bindung) zunichst mit 6 ¢ Rinderpankreas-Trov kenpuiver 13 Stunden bei 35 


g 
dann, da nur 65°,, des Gesamt-P in Lésung waren, noch 12 Stunden mit 
weiteren 5g@ Pankreaspulver verdaut. Nun waren 86°/, des Gesamt-P in 
Lésung. Nach der Fallung tiber das Bleisalz wurden jedoch nur 10 ¢ Magne 
siumsalz mit 4,5°/, P (18°, des Gesamt-P) gewonnen. Das Salz war durch 
Eisenoxyd braun gefarbt und lie sich auch durch Umfillung nach alkali- 


scher Behandlung nicht phosphorreicher erhalten. 


4. Alkalischer Aufschlu8 der Thymus-Driisen 


2kg feingemahlene. in der oben (8.149) beschriebenen Weise vor- 
behandelte Thymusdriise (nit insgesamt 12,9 ¢ P) wird langsam in 1,5 Liter 
heiBe 10°/,ige Natronlauge eingeriirt und nach ihrer nahezu vGlligen Auf- 
Ise. (15—20 Minuten) noch 60 Minuten im siedenden Wasserbad auf 90—95° 
yehalten. Die braune Lésung wird anschlieBend durch Zugabe von Eisessig 
(250 ccm) angesiuert, zur Verringerung der Viscositat mit 1,5 Liter Methanol 
verdinnt und noch heif} durch eine groBbe, mit Wieselgurschicht versehene 
Nutsche abgesaugt. Neben ungelésten Driisenbestandteilen bleiben durch 
isenverbindungen braun-griin gefirbte Fettsdéuren zuriick, die sich beim An- 
siuern ausgeschieden hatten. Die Gurschicht wird mit 100 c¢cem warmen 
Wasser nachgewaschen. Das klare gelbbraune Filtrat wird mit einer warmen 
Losung von 250 ¢ Magnesiumacctat |[Mg-(COO-CH,),-4H,O}] in 150 ecm 
Wasser vermischt und unter Umrithren mit 3.5 Liter Methanol versetzt.. Nach 
3-4 Stunden wird das ausgeschiedene, fest zusaimmenhangende Magnesium- 
nucleinat durch Dekantieren der Hauptmenge der Fliissigkcit, schlieBlich 
durch Saugen auf der Nutsche, abgetrennt. Die Hauptmenge der braun- 
firbenden Zersetzungsprodukte bleibt in der methanolischen RestlOsung. Zur 
Umfallung wird das Nucleinat in 500 ccm heibem Wasser gelOst, von einer 
vrauen Tribune warm abeeschleudert und dureh Eingieben der nur noch 
hellgeelb gefiirbten L6sung uniter Jebhatter Ruhrune in 1.2 Liter eiskaltes 
Methanol, in dem 25¢ krystallwasserhaltiges Magnesiumacetat gelést sind, 
wieder ausgeschieden. Nach dem Verreiben des Niederschlags mit wasser- 
freiem Methanol und Trocknen im [éxsiceator erhalt man LOO--105 ¢ Magn: 
siumnucleinat mit 6,8-——7.2",, P. Das entspricht 55—60", des gesamten P 
der hydrolysierten Driisenmenge, Im Hochvakuum bei 80° verhert das Salz 
noch 10—12°/, Feuchtigkeit und enthalt dann 7,5—8,0° , P. Die so erhaltenen 
Priparate sind rein weil} und pulverig, ihre 10° jig waBrigen Losungen sind 
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nur van schwach gelbstichig und geben eine nu eben erkennbare Biuret 


reaktion. Sie enthalten anorganisches Phosphat nur in sehr geringen Mengen 
(1,5°/, des P-Gehaltes), da das Phosphat bei der ersten Fallung in schwach 
saurem Medium und einer 60° ,ig. Methanolkonzentration grébtenteils in der 
Restl6sung bleibt. Versetzt man diese Restl6sung mit weiteren 2 Litern 


F Methanol, so erhalt 


man eine zweite, flockige Ausscheidung (80-—50 ¢ mit 
,0—9,0" 0 P. en tsprec hend 15—20° 0 des Gesamt-P der verarbeiteten Driise), 
welche Magnesiumsalze von niederen Di iexeaion Oligonucleotiden enthalt, 


redoch nuit hose nucleotiden und Phosphat vermengt und durch Eiweib ver- 


unreinigt. 


5. Molekulargewichte der Oligo-Nucleotide und der b-Nucleinsaure 
A 


] ; , nfte {3 ‘ . ie, ’ 
a) VDureh fermentativen ufsehlub Fewonnenhs Oligonucleo 
4 


tide: Die Messung der Dialvsenkoeffizienten erfolgte in der friiher 


ingegebenen Weise®). Die Membran war mit Riboguanylsiure geeicht: 
/,- 103 2.76. Oligonucleotide, welche durch I4stiindige Bebriitunge unter den 
ingegebenen Bedingungen hergestellt und tiber das Bleisalz in das Mg-Salz 
tibergefiihrt waren: iii a (Durchsehnitt aus drei Messungen), ent- 


sprechend einer TeilehengroBe von 3.9 Mononucleotiden. 

Die Rese uausckent der Dephosphoryvlicrung unter der Kin 
irk ng gereiniocter Mononucleotidase aus PDarmschle haut “de gen; iy 
rKung gereimloeter Mononucleotidase aus arnischnhielmMmbau Wwurae genau In 

der gleichen Weise gemessen, wie in der LV. Mitteilune’), S. 210, beschrieben. 

Nach I4stiindiger Verdauung des Winaubielcs hegen Oligonucleotide vor, 

die mit gleicher Geschwindigkeit dephosphoryliert werden wie gereinigte, aus 
Te 


Ito 
Lut 


a-Saure hergestel ( ucleotide, deren Mol. Cewichte durch Dialyse er 


mittelt waren. a’ 123 Minuten 28,1" ,ige Spaltung, nach 998 Minuten 


“bd spel — «st ’ — \ 
0) put te qgife Spaltung.) 


Nach 7stiindiger Verdauung der Thymusdriise enthalten die gelésten 


Nucleotide noch héhermolekulare Bestandteile und zeigen daher nur. eine 
etwa hatb so schnelle De — rvlierunuseeschwindigkeit. Die GréoBe der 
optischen Aktivitat ([¢| 29° bei pi 6,0) und die Léslichkeit der 


Oligon ucleotide nach 6 fane der Salze mit n-Salzsiure (nach I4sttindiger 
Hydrolyvse) entsprachen den frither bet ‘Tetranucleotiden bestimmten Werten. 


b) Durch alkalisehen Aufsehlubh erhaltene b-Nucleinsa&ure und 


Oligonucleotide: 

Dialysenkoeffizienten:*) Riboguanyisaure: A: 10% 2,80. Nach den 
Angaben in Abschnitt 4 (jedoch 120 Minuten AufschluB bei 95°) erhaltenes 
Meo-Salz der b-Saure: /:10° 0,96 bzw. 0,895, bzw. O,87, bei Dialyse von 


Q-—23°9/,, bzw. 23—41°',, bzw. 41—71°/, BP. Das entspricht TeilchengréBen 
yon Olic ronucleotiden aus 8S.O bzw. 9S bzw. 10.4 Mononucleotideinheiten. Das 
Heiche Priparat in n-NaO#L 200 Min. im siedenden Wasserbad gehalten, als 


Myg-Salz wieder vefallt (85°, des urspringlich organisch gebundenen P): 
A-1O°? t.O5 bz, W. 1.43, bej Dialy se Von © Zo" 0 bzw. 2h I / 1 P, Das ery 
~ cht ; ) / 3.0 Nu | otider 

Me-Salz der a-Nucleinsaure (O92 mit 355 me P) wurden in 50 cem 


NaQH gel6st und ISO Minuten bei 95° gehalten. Nach Neutralisation mit 
Kisessig auf py 6.0, Fallung mit Methanol (83°/, ig): Fallung 1 (222 mg P) 


- 108 0.66, bei Wiederholung 0,64, entsprechend Is bzw. 19 Nucleotid 
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einheiten. In der RestlOsung durch Mg-Acetatzugabe Abscheidung von 
Fallung Il (79 mg P): 7-108 1.56 bzw. 1,89 bei Dialyse von 0—38°/,. bzw. 
38—d1°, P. entsprechend 3,2 bzw. 4,0-Nucleotideinheiten. 

Die Léslichkeit der b-Nucleinsiure ist bedeutend geringer als die 
der ‘Tetranucleotide: 0,800 ¢ Mg-Salz (Dauer der alkalischen Hydrolyse der 
Driise 120 Minuten) wurden in 5 ecm Wasser gelést, mit 4 ccm 2 n-HC! gefallt 
und sofort zentrifugiert. Von den 21 mg P der Substanz waren nur 1,8 mg 
in Losung geblicben. 


6. Bestimmung der Ribonucleotide in den Desribooligonucleotid- 
praparaten und in der Thymusdriise 

Die Menge der Ribonucleotide wurde durch Bestimmung des Furfurols 
ermittelt, welches durch 38stiindige Behandlung mit 20°/,ig siedender Salz- 
saure entsteht’). Nur die Ribose der Purinnucleotide liefert unter diesen Be- 
dingungen [urfurol, nicht jene der Pyrimidinnucleotide und auch die von 
Muskeladenylsiure nur zu etwa 10° 5. 

1. Hefenucleinsiure (Boehringer). 49,46mg Séiure mit 4,06mg P gaben 
6,47 mg Furfurol. Zu erwarten waren 6,27 mg, wenn auf 4 Mol P sich 2 Mol 
furfurol bilden. | 

2. a-thymonucleinsaures Na (nach Levene dargestellt, mit 7.049), P). 
61,2mg Substanz gaben keine nachweisbare Menge Furfurol. 

3. Mg-Salz der Desribooligonucleotide (iiber das Pb-Salz gewonnen, 
mit 6,92°/, P). 323,4 mg Substanz mit 22,35 mg P gaben 1,98 mg Furfurol. 
Danach liegen 5.7°), des Gesamt-P als Ribonucleotid-P vor. 

4. Mg-Salz der Desribooligonucleotide (iiber das Cu-Salz gewonnen. 
mit 6,80°/, P). 472 mg Substanz mit 32,1 mg P gaben 3,15 mg Furfurol, ent- 


-oosprechend 6,3°/, Ribonucleotide. 


5. Kalbsthymus, mit Aceton und Ather entfettet und getrocknet: 
2.34", P. 999.4 mg Substanz mit 23.4 mg P gaben 2,58 mg Furfurol. Danach 
wurden 7,4°/, des P als Ribonucleotid-P vorliegen. 

6. Andere Kalbsthymus, mit Aceton und Ather extrahiert, im Hoch- 
vakuum getrocknet; 2.57°/, P. 1200 mg Substanz mit 30,85 mg P gaben 
3.00 mg Furfurol, entsprechend 7,3°/, Ribonucleotid-P. 

Die Werte der Versuche mit isolierten Sauren und Nucleotiden sind 
zuverlissig, nicht jedoch jene der Versuche mit Thymus, trotz ihrer Uber- 
einstimmung. Setzt man namlich dem Driisenpulver eine bestimmte Menge 
Hefenucleinsiure zu, so findet man einen um etwa 20°), zu niedrigen furfurol- 
wert. Es ist daher anzunehmen, daB bei Anwesenhcit von EKiweiB die erhaltenen 
furfurolmengen nur als Mindestwerte aufzufassen sind. 
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Uber experimentelle Alkaptonurie bei der weiBen Ratte 
Von 


Franz Lanyar 


In Stoffwechselversuchen?) ber konstanter Nahrung konnte ich 
an einer 38jihrigen Alkaptonurikerin zeigen, dab per os zugefiihrtes 
l-Phenyvlalanin und 1-TPyrosin annahernd quantitativ in Homogenti- 
sinsiure tbergefihrt wird. Unter denselben Bedingungen wurden 
von d-Phenyvlalanin nur 40—159/), also weniger als die Hilfte, und 
von d,l-Tyrosin 6S°/, (45°/, der d-lorm des Raeemkorpers) als 
Homogentisimsdure in Harn auseeschieden. Nach diesem KMreebnis 
war zu erwarten, daB sich auch ber Versuchen zur lMrzcugung emer 
experimenteHen Alkaptonurie die d-Formen dieser beiden aroma- 
tischen Amunosduren weniger wirksam erweisen wurden, als die 
I-Pormen. Dai grofere Mengen der optischen Antipoden dieser 
\iminosauren nicht zu beschaffen waren, konnten gundichst nur 
Versuche an Klemen Ticren gemacht werden. Ber weiben Miiusen?) 
celang es mur, durch eime mehrere Wochen danernde tichiche Aufuhr 
der |-Formen des ‘Pyrosins und des Phenvlalanins fallweise eime 
vorubergehende, nur wentge Stunden anhaltende Alkaptonurie zu 
erzeugen, Warde fur die Versuche d,l-Tyrosin oder d-Phenylalanin 
verwendet, so wurde eine Alkaptonausscheidung nie beobachtet. 
Leider war es ber weiben Mausen weder durch Verfutterune, noch 
durch Injektion relativ sehr grober Mengen der I-Formen dieser 
Aminosiuren moOgheh, eine mehrere Tage hinteremander anhaltende 
Alkaptonausscheidung dm Harn hervorzurufen. 

Es wurden daher Versuche an weiben Ratten angestellt, bei 
welchen E. Papageorge und H. b. Lewis) durch Verfitterung 
von |-Phenylalanin erstinahg expermmentell cine Alkaptonurie er- 
zeugen konnten, und nachgeschen, ob sich wie ber weiBen Méusen 
wieder eine Differenz der Wirksamikeit der beiden cnantiomorphen 
Formen nachweisen liBt. Fur die Versuche wurden dieselben Prii- 
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parate*) verwendet, wie in der Mitteilung in Bd. 275 dieser Zeit- 
schrift. Die naheren Angaben finden sich auf S. 219 und 221 dieser 
Arbeit. 

Kk. Closs und Kk. Braaten*) berichten, daB es ihnen anlaBlich 
threr Untersuchungen ither den Stoffwechsel des Phenylalanins bet 
weiBen Ratten gelungen sei, durch eme emmatlice Injektion von 
0.338 @ 1-Phenylalanin je 100 @ Korpergewicht cine Alkaptonurie 


a++ +. +y 1" e+ , \ . ‘ ee - sf in : }° oO i at ? ? + A 
hervorzuruten, wenn sie dae An mmosdure in dea aquivarenten Venge 
a ; Resales 1 pean al a" i eer See eee | , { as 
Natroulauge. Natrnimearbonat oder “Natrinmbicarbonat celdst 


7 1); littellune veranlab oe ae n3sT = 
hatten. Diese J ltenung verainabte mich zunaebst an 5 leren Zu 


1 > — t 
versuechen, aut diesem Wece ¢ ( \ GI Gung vor Homo LIS] 
Savy a Lt 6177 ‘ ‘ ; 1} = er ] 1 | Ware Fae ] 
saure im rar Zu erzeugen. Yyyile ai aqaer pabehe pervorgent, die 


emen kurzen Auszue ans den Versuchsprotekollen darstelit, blieb 
bet auscvewachsenen Ratten der Alkalitest nach der hagjektion 
dauernd sicher negativ. Ber einem jugendliichen Tier von 70 ¢ 
Gewicht nahi der fast farblose Harn m emer der -L Harnportionen 
auf Zusatz von Lauge emmen dunkelgeiben Farbton an. Da auch 
normaler Rattenbarn manchmal auf Zusatz von Lauge eine imten- 
sive Gelbfarbung annimint, kann als positiver Alkalitest nur eine 
unter Kimwirkung des Luftsauerstoffes, also an der Oberfliche, 
beginnende Braun- oder Schwarzfirbunge angeschen werden. Es 
muff daher das Ergebnis dieser in geringer Zahl durcheefiihrten 
Injektionsversuche als negativ angesehen werden. Obwohl darauf 
seachtet wurde, dafi die schwach alkalische Fliissigkeit subcatau 


injiziert wurde, traten bei 2 Tieren kleine Hautnekrosen auf. 


Die beiden oben erwahnten Autoren haben bei ihren Versuchen zum 
Nachweis der Homogentisinsaéure im Harn das Reduktionsverméven des 
Harnes in der Kalte gegentiber ammoniakalischer Silberl6sung verwendet, 
Auch ich konnte bei den crwahnten Versuchen in einzelnen Harnportionen 
ein allerdings sehr veringes Reduktionsvermégen beobachten. Es hat. sich 
yezeigt, daB es schr von den Konzentrationsverhaltnissen der Silber-Ammo- 
maklésung abhanget, ob eine Reduktion nachweisbar ist oder nicht. Die Zu- 
sammensetzung der Lésung kann so cewahlt werden, dai auch der normale 
Harn schwach reduzierend wirkt. Bei Zufuhr groBer Mengen von Pheny!- 
alanin oder Tyrosin wurde, besonders bei Verwendung der d- oder d,t-Formeni, 
die Ausscheidung der cntsprechenden «-Ketonsauren im Harn beobachtet, 
Da zu erwarten war, da®B diese ein Reduktionsverméven besitzen, wurde zu- 
nachst Phenylbrenztraubensaéure nach den Angaben der Literatur aus Benz- 
aldehyd und Hippursiure dargestellt. Sie zeigte ein schwaches Sintern bei 
150° und hatte cinen Schmelzpunkt von 156° (unkorr.).  Versuche haben 


*) Von dem d.l-TEyvrosin wurden mir durch Vermittlung des Herrn Direl- 
tors Professor Dr. H. Horlein von der J. G, Farbenindustric A.-G.. Werk 


Elberfeld, weitere Mengen zur Verfiivune vestellt. wofiir ich herzlichst danke, 
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vezelgt, daB die Phenvibrenztraubensiure ammoniakalische Silberlésung bereits 
in der Kalte reduzieren kann. Ob dies in einem gréBeren oder geringeren 
Ausmah erfolet, hangt von der Zusammensetzung dieser Lésung ab, Die 
Homoyentisinsaure ist das starkere Reduktionsmittel. Man kann die ammo- 
niakalische Silberldsung durch Zusatz von Ammoniak so einstellen. daB sie 
in der Wailte durch Homogentisinsiure sofort, durch Phenyl brenztrau bensaure 
jedoch nur sehr langsam und in geringem Ausmaf} reduziert wird, p-Oxy 
phenylbrenztraubensiure!) wirkt wesentlich starker reduzierend als Phenyl- 
brenztraubensaure, Es emphiehit sich daher, besonders bei Versuchen zur Er 
zeugung einer expcrimentellen Alkaptonurie, nicht das Reduktionsvermégen 
einer ammoniakalischen Silberl6sung allein zum Nachweis der Homogentisin 
iure im Harn zu verwenden, 
Da es meht modcheh war, ber den wenigen ftir den Versueh 
ne ; , 
verwendeten werben Ratten dureh eine eimmalee liajektion von 
l-Phenvlalani in sehwach alkaliseher LoOsune mit den oben er- 
wihnten Dosen eme Alkaptonurie sicher und im cnisprechendem 
AusmaBy za erzeugen, wurden an denselben Theren [iitterungs- 
] 4 . . 19) 6) | we i —_—— os { | : 
versuehe unternommen. ZAunichst wurde |-Tyrosim (-Phenalalanin 
stand nieht in gentigend reichlichen Mengen zur Verftigune) im 
be — a om. ~~ ; | 
emer Menge von 10°/, za emer sehr fettrerchen Nahrung (Troeken- 
1 a P? / wt a . 
, Maizena 17°/,, Lebertran 3°/, und 


etwas Hefe) zugesetzt, wie sie EK. Papageorge und H. B. Lew 153) 
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verwendet batten. Anfangs nalimen die Ratten diese Kost gerne 
und Lt Harare ihonder Venge ZU ach. Bevor aber noch eine Alkap- 
tonurie beobachtet werden konnte, trat ber den mar zur Verfiigune 
stehenden Tieren ein Widerwille gegen die stark fetthaltige Kost auf 
und die tagheh anfgenonmmnene Nahrung wurde so vering, dab eime 
Homogentisinsiureansscherdunge nicht erzeuct werden konnte. Hs 
wurden daher die Versuche aot diesem Nahringsgenil Chooab- 
cebrochen, Wid den welBen Rattey faschuerte ) rebratences Kalb- 


fleisch i geben, welchem das yrosin anifangheh ly) CHL} i Menge 


von 10°/) und spiter von 15°/) beigemischt wurde. Das I-Tyrosin 
wurde unmittelbar vor der Futterune in der Rerbsehale mit dem 
Fleisch vermengt. AuBerden wurde Mileh gegeben. Ts lat sich 


cezejot. da®B die Tiere diese Nahrung sehr gern und in ausrerehendem 


e ; | ' - halh cinor Wache all iS il 
Ausmal ZU SICH NahmMen wna lame rhalb Clmey Wo he alkaptonurt CH 


° I ee: . 7 . ! : ee | : 
wurd i bie Homogentisins dureausscherdung Wiurde, nachdenm D1lG 
: L. saahw Te ,> . . } 14 = + .| 4 . . eee Se 
erstmahe nachwelsbar war, bald seur stark. Auber dem emadeutio 
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ldsunge beobaehtet werden. Ammoniakalische Silberl6sunge wurde 
in der Walte sofort reduziert. Die Homogentisinsiureausscherdung 
hielt nur solange an, als I-Tyrosin in entsprechender Menge ver- 
futtert wurde. Um diese aufrecht zu erhalten, miissen etwa 
O4e¢ 1-Tvrosin oder lPhenvlalanin pro 100 ¢ Ratte tagheh zu- 
cefiilrt werden. 

iis ist méghch, die zur Aufrechterhaltung emer Alkaptonurie 
taghch notwendige Menge von |-Tyrosin auf emmal zuzufiihren. 
Es trtt dann die Homogentisinsiureausscheidung 6—8 Stunden 
nach der Verfatterung maximal auf, und ist lingstens 24 Stunden 
neeh der Aufnahme der Aminosiure vollstindig verschwunden. 
Dureh eime einmal im Tag mit der Nahrung zucefiihrte Dosis von 
0.9 ¢ 1-Tyrosin konnte bei Ratte 2 (weiblich, 150 ¢) taghch eime sehr 
deuthche Alkaptonausscheidung erzeugt werden. Wurde an Stelle 
des 1-Tyrosins 0,9 ¢ |-Phenylalanin gegeben, so konnte in gleicher 
Weise eme Homogentisinsiiureausscheidung nn Harn autrecht er- 
halten werden. Der Alkalitest bhieb aber im Harn vollkommen 
negativ, als am nachsten Tag statt der I-Form 0,9 ¢ d-Phenyl- 
alanin verfiittert wurden. Kime Homogentisimsiiureausscheidung 
konnte auch nicht erzielt werden, wenn die Dosis der d-Form 
auf 1.4 ¢ erhéht wurde. In derselben Weise wurden 0,9 ¢ |-Tyrosin 
durch steigende Dosen von d,l-Tyrosin ersetzt. Interessanterweise 
bheb der Alkalitest auch noch nach Verfiitterung von 1,8 ¢ der 
d,l-Form negativ, und wurde erst nach BKingabe von 2 ¢ der Racem- 
form sehwach positiv. Dal die d,l-Form erst m so groben Doser 


eine geringe Homogentisinsiureausscheidung hervorrief, durfte aut 


eme verminderte Resorption grober Tyrosimmmengen zuruckzufihren 
sein. Wie aus der Tabelle hervorgeht wurden nach jedem Tage, 
an welchem die d-Korm mit negativem Erfolg verfittert wurde, 
0,9 @ der |-Form mit deutheh positivem Ergebnis verabreicht. 
An Stelle der Verfatterung kann die |-Form auch injiziert 
werden. Ber Ratte 3 Q@weiblich, 70 ¢) konnte durch Injektion von 
0.3 ¢ l-Form als Natriumsalz keine Alkaptonurie erzielt werden. 
Nachdem das Tier durch Futteruang von |-Tyvrosin alkaptonurisch 
geworden war, konnte durch Injektion von 0.5 @ |-Phenylalanin 
in 2°/ ager wibriger Losung die Alkaptonurie aufrecht erhalten 
werden. Der Alkalitest war jetzt nach der Injektion stark positiv. 
Is fiihrt erst die dauernde Belastung der die Amimosiuren ab- 


bauenden Organe, wie Leber und Niere, durch Zufuhr reichlicher 


Mengen von I-lormen mit der Zeit dazu, dal der Abbau derselben 
unvollstindig wird und Homogentisinsiiure im Harn erscheint. 
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Nr. 


Le 


¥A9\0) cr 
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Ge- 
samt- 


dauer schnitte 


Zeit- 


ab- 


des Versuches 
in Tagen 





Zugefiihrte Aminosiiure 


Durechschnittsw ert 


in g¢g in 24 Stunden. 


0,00 
O.S5 


im 
Zeitabsehnitt 


l-Phenylalanin mit d. 
aiquivalenten Menge 
n-NaQH, in 


20 ceem HO, subeutan 


crelost 


l-’T'yrosin per OS 
l-’T'yrosin 
\-Tyrosin 
l-Tyrosin ,,.. 
l-Phenylalanin peros 
d-Phenylalanin 
l-Phenylalanin 
l-T'yrosin per os 
l-"Pyrosin 
l-"Pyrosin 
l-"T'yrosin 


IP yrosin 
l-"P'yrosin 
l-’T'yrosin 


|-Phenylalanin mit d. 
fiqvivalenten Menge 
n-NavCQO,, gelést in 
-O0 cen HO, subeutan 
“Tyrosin per 
Tyrosin 
‘Pyrosin 


OS 


| 

| 
l-"Pyrosin , 

| Phenylalanin peros 
l-Tyrosin per os 
L-’P'yrosin 

l-TPyrosin 

| ‘Tyrosin 

LP yrosin 

l-"P'yrosin a 
l-Phenylalanin peros 
d-Phenylalanin 
Phenylalanin 
d-Phenylalanin 
Phenylalanin 

d Phenvlalanin 
l-T'yrosin per o 
d,1-T'yrosin 
!-"Pyrosin 
d.1-Tyrosin 
l~"T'yrosin 
d, 1-T'yrosin 
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Ge- Leit- Zugetiihrte Aminosiure | Alkali 
Ratte a, ab- in ¢ in 24 Stunden. 
dauer -schnitte : test Bemerkungen 
NT; Bs ; Durchschnittswert im im 
des Versuches 
in Tagen Aeitabsehnitt ITarn 
29 vd | 0,90 1-Tyrosin per os le lr 
150 ¢ 1 1,80 d,l-Tyrosin 
l 0,90 1-Tyrosin 
2,00 d,l-Tyrosin 
0,90 1-Pyrosin 
3 0.00 ° 
2 0.90 1-Tyrosin 
| 0,90 1-Tyrosin | 
3 Q 1] Q,30 1-Phenylalanin mit d. (4 
Og iiquivalenten Menge 
n-NaQH, gelést in 
12 eem HO. subcutan 
3 0.00 : 
1 0,60 1-Tyrosin per os Mleischnahrune 
| 0,60 1-Tyrosin 
O,50 1-Tyrosin 
| 0,30 1-Pyrosin 
| 0,20 1-Tyrosin 
O10 1-Pyrosin 
| O30 l- Phenylalanin in 
2°/,iger wiibriger 
Losung subcutan 

















Die Gesamtversuchsdauer bei jeder Ratte wurde in einzelne ver 
schieden lange Zeitabschnitte zerlegt und der Mittelwert der wihrend dieses 
Zeitabsehnittes in 24 Stunden aufgenommenen Aminosiiuren berechnet. 


Die Zeit, in welcher eine Ratte durch Verfutterung von 
I-Tyrosin alkaptonurisch wird, ist individuell sehr verschieden und 
ist wn so kiirzer, je hOher die Dosis der tiighch verabreichten Amino- 
siiure ist. Meist tritt nach emer Woche der Erfolg ein. In einem 
Fall (Ratte 3) war bereits am 2. Tae der Verfutterung der Alkalitest 
schwach positiv. Am 3. Tag setzte eine starke Homogentisinsaure- 
ausscheidunge ein. 


bon 





Ber Ratte 1 wurde, nachdem das Tier durch emige Zeit 
alkaptonurisch war, mii der Zufuhr der Amimosiure 14 Tage aus 
cesetyt und dann 2,2 ¢ 1-Tyrosin verfuttert. Obwohl eime so hohe 
Dosis friher eine sehr starke Homogentisinséureausscheidung her- 
vorgerufen hatte, bheb jetzt der Alkalitest nm Harn vollkommen 


A 


negativ. Nachdem durch weitere 2 Tage ungefihr dieselbe Dosis 


verfiittert wurde, trat am 4. Tage wieder cine deuthche Alkap- 


1 
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tonurie auf. Bei Ratte 2 wurde 3 Tage mit der Zufuhr von I-Tyrosin 
ausgesetzt, und vom 4. Tage an 0,9 ¢ 1-Tyrosin pro Tag gegeben. 
rst am 3. Tage konnte wieder Homogentisinséure im Harn nach- 
cvewlesen werden. 

Um einen Anhaltspunkt wber te Menge der im Harn aus- 
seschiedenen Homogentisinsiure zu erhalten, wurde der Harn der 
Ratten an einigen Tagen, an welchem 1-Phenylalanin verfittert 
wurde, durch 24 Stunden gesammelt. Es wurden pro Ratte un- 
gefahr 10—20 ccm im Tag ausgeschieden. Die Bestimmung erfolgte 
auf jodometrischem Wege®). Diese Methode 1aBt sich auch im 
Rattenharn gut anwenden, wenn die gemeinsam mit Lieb ver- 
Offenthichte Arbeitsvorschrift genau eimgehalten wird. Bei Ver- 
wendung von 4/,9-Normallésungen muB mit dem Zutropfen der 
Jodlésung sofort aufgehért werden, wenn der Jodverbrauch im 
Harn ei sehr langsamer wird. Die Anwesenheit von Phenyl- 
brenztraubensiure im Harn hat keimen KinfluB auf die Genauigkeit 
der Bestimmung. Ist im Harn p-Oxyphenylbrenztraubensiure 
nachweisbar, so liBt sich die jodometrische Bestimmung = der 
Homogentisinsaiure nicht anwenden. Ks konnte eine Tagesaus- 
scheidung von Homogentisinsiure bis 70 mg festgestellt werden. 
Hinzelne Harnportionen hatten emen Gehalt an Homogentisinsiiure 
[- 

Die weibe Ratte ist em zur Krzeugung einer experimentellen 
Alkaptonurie viel geeigneteres Versuchstier als die weiBe Maus. 
In einzelnen Harnportionen kann bei der alkaptonurisch gemachten 
Ratte der Gehalt an Homogentisinsiure so hoch wie beim Alkap- 
tonuriker werden. Wahrend dieser zugefiihrte l-Formen der beiden 
aromatischen Aminosauren annéhernd quantitativ in Homogentisin- 
siure uberfiihrt und ausscheidet, erscheint bei der experimentellen 
Alkaptonurie der Ratte nur ein Bruchteil der in reichlicher Menge 
zugefubrten Aminosaure im Harn. Kine Umwandlung zugefuhrter 
d-Formen in Homogentisinséure laBt sich bei der weiBen Ratte 
auch in geringstem Ausma nicht nachweisen. Nach Verfutterung 
créBerer Mengen von d-Phenylalanin oder d,1]-‘Tyrosin konnte im 
Harn auBer der reinen Aminosdure die entsprechende Ketonsiiure 


von 0,59 


im Harn nachgewiesen werden. Zum qualitativen Nachweis der- 
selben wurden die gleichen Proben angestellt wie bei den Versuchen 
an weiBen Mausen?). AuBerdem wurde die von L. Penrose und 
J. H. Quastel®) angegebene Methode zur colorimetrischen Be- 
stimmung der Phenylbrenztraubensiure auch zum Nachweis der 
p-Oxyphenylbrenztraubensiure im Harn verwendet. Is hat sich 
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gezeigt, daB das 2,4-Dinitrophenylhydrazon dieser Saure, in der 
entsprechenden Menge n-Natronlauge gelést, ebenfalls eme_ rot- 
braune Farbe gibt, deren Intensitat sich nach einigen Minuten nicht 
mehr indert. Wihrend bei der weiBen Maus nach Verfuitterung 
reichlicher Mengen von 1-Formen die qualitativen Proben auf die 
a-Ketonsiuren im Harn immer deutlich waren, fielen diese unter 
den gleichen Bedingungen im Rattenharn nur sehr schwach positiv 
aus. Die Ratte scheidet also nach Zufuhr groBer Mengen von 
l-Phenylalanin und 1-Tyrosin keine wesentlichen Mengen der 
a-Ketonsduren aus. K. Felix, K. Zorn und H. Dirr-Kalten- 
bach’) haben bei der Oxydation der |-Formen dieser beiden 
aromatischen Aminosiuren durch Leber- und Nierenbrei von 
Schweinen, sowie durch Extrakte und Organschnitte aus diesen 
Organen weder Phenylbrenztraubensaéure noch p-Oxyphenylbrenz- 
traubensiure nachweisen kénnen. 

Wihrend die Zamischung von I- und d,l-Tyrosin sowie von 
|-Phenylalanin zur Nahrung kemen KinfluS auf die Freflust hatte, 
wurde Futter, dem d-Phenylalanin zugesetzt war. weniger gern 
senommen. Verdauungsst6rungen wurden nicht beobachtet. Nur 
wenn die Aminosiuren in groBer Dosis und lingere Zeit verfiittert 
wurden, war eme Verminderung der Nahrungsaufnahme zu_be- 
merken. Sehr selten konnte eme voriibergehende, ganz minimale 
KiweiBausscheidung im Harn beobachtet werden. 

DaB es sich bei der beobachteten experimentellen Alkaptonurie 
der weiBen Ratte wirklich um eine Homogentisinséiureausscheidung 
vehandelt hatte, wurde auBer durch die bereits erwahnten quali- 
tativen Proben durch die Darstellung der Homogentisinsiiure aus 
dem Harn erwiesen. 

Zur lsoherung der Homogentisinsiiure wurden von vier alkap- 
tonurisch gemachten Ratten die Harnportionen, welche einen 
stark positiven Alkahtest zeigten, im einer Flasche gesammelt, 
etwas mit Salzsiiure angesiuert, mit Ather versetzt und kihl auf- 
bewahrt. 280cem Harn wurden in einem Extraktionsapparat nach 
Schacherl mit reinem, peroxydfrei gemachten Ather extrahiert. 
Der Zusatz eines Reduktionsmittels, wie schwefeliger. Saure, in 
veringen Mengen erweist sich als zweckmibig. Die Homogentisin- 
siure geht aus dem angesiuerten Harn annihernd quantitativ in 
den Ather tber. Dieser wurde iber wasserfreiem Glaubersalz ge- 
trocknet und filtriert. Der Ather wurde verdampfen gelassen, der 
Rickstand in Wasser aufgenommen und das Bleisalz dargestellt. 
Die Zerlegung desselben erfolgte nach K. J.B. Orton und 
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A. k. Garrod’) in atherischer Suspension mit Schwefelwasser- 
stoff, wobei Krystalle mit einem Schmelzpunkt von 146° (unkorr.) 
erhalten wurden. In gleicher Weise wurde aus dem Harn eimer 
Alkaptonurikerin Homogentisinséure dargestellt, welche eimen 
Schmelzpunkt von 147° (unkorr.) hatte. Der Mischsechmelzpunkt 
war bei 146,5°. Das Bleisalz zeigte dasselbe physikalische und 
chenusche Verhalten wie das homogentisinsaure Blei aus dem Harn 
emer Alkaptonurikerin. Es schmolz ber 214° (unkorr.) unter Zer- 
setzung. 
Zusammenfassung 

Ber weiben Ratten gelinet es dureh taghehe Zutuhr von remem 
I-'Pyrosin per os in Mengen von iiber 0.4 ¢ auf 100 ¢ Korpergewieht 
expermmentell eme Alkaptonurie zu erzeugen. Die Zeit, m welcher 
eme Ratte durch Verfiitterung von I-Tyrosin alkaptonurisch wird, 
ist ndividuell versehieden und hangt von der Menge der tighich 
verfutterten Amuinosaure ab. Nach emer cinmaligen gréBeren 
Zufuhr von |-Tyrosin oder |-Phenylalanin konnte eme Alkapton- 
ausscheidung mie beobachtet werden. Die Hoimogentisimsiure- 
ausscheidung hilt bei der alkaptonurisch gemachten Ratte nur 
solange an, als eme dieser beiden Amunosiiuren in entsprechender 
Menge mit der Nahrung zugeftihrt wird. Wenn die zur HMrzeugung 
emer Alkaptonausscheidung tigheh notwendige Menge |-Tyrosin 
aufemmal gegeben wird, so tritt die Homogentisinsiureausscheidung 
6—S8 Stunden nach der Nahrungsaufnahme maximal auf und ver- 
schwindet spitestens nach 24 Stunden. Durch die neuerliche 
Zufuhr des Priparates am nichsten Tage kann wieder eine Homo- 
gentisinsiureausscheidung hervorgerufen werden. Wenn mit der 
Zufuhr von |-Tyrosin durch mehrere Tage oder Wochen ausgesetzt 
wird, dann ist erst nach emer wieder mehrere Tage andauernden 
Verfiitterung dieser Amunosiure eine Alkaptonausscheidung zu 
erzeugen. Die Alkaptonurie kann auch durch ZAufuhr gleicher 
Dosen J-Phenylalanin an Stelle von J|-Tyrosm = aufrecht erhalten 
werden. Wird an Stelle der |-PFormen d-Phenylalanin in gleicher 
oder hOherer Dosis verfiittert, so ist im Harn keme Homoventisin- 
siiure nachzuweisen. Nach Verfiitterung vou d,l-Tyrosin in gleicher 
oder doppelter Dosis laBt sich eme Alkaptonausscheidung ona Harn 
nicht beobachten. Erst durch Zufuhr noch hoherer Dosen von 
d,l-Tyrosin kann eine bestehende Alkaptonurie aufrecht erhalten 
werden. 

Der Gehalt des Haris ay) Hormogentismsaure erreichte bey der 
expernnentellen Alkaptonunie der weiBen Ratte 0,0") 5. fur kann 
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also so hoch wie beim Alkaptonuriker werden. Ks wurden Tages- 
ausscheidungen bis 70 mg festgestellt. 

Aus dem Harn der kiinstlich alkaptonurisch gemachten Ratten 
wurde die Homogentisinsiure isoliert, und durch den Schmelz- und 
Mischschmelzpunkt mit Homogentisinséure aus dem Harn einer 
Alkaptonurikerin, sowie durch den Vergleich der Bleisalze iden- 
tifiziert. 
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Sterine niederer Meerestiere. 


Von 


Michael) Definer 


4 1¢ ‘ aANaGWITTSC oN] L¢ Kare pr 
g, Chemyu lochemie, Pirin (rmecheniand 
ler Schr v vey vel 22, Janua 943) 


Ich habe mich mit der Untersuchung der Sterine miederer 
Meerestiere beschiéftigt. Aus auBeren Grinden muBb ich die Ver- 
suche auf langere Zeit unterbrechen, darum erfolgt schon jetzt die 
Veroffentlichung. 

1. Das Sterin der Sepia officinalis. 

Aus 11 Exemplaren vom Gesamtgewicht von 5 kg wurden 
310 g¢ Leber gewonnen und aus dieser 17,3 ¢ Fett erhalten, daraus 
Unverseifbares 2,6 ¢. Aus der petrolitherischen Lésung wurde aut 
Al,O,-Séiule chromatographiert. tm Filtrat 41,7 mg (Kohlen- 
wasserstoff). | 

Die Al,O,-Saéiule wurde in 38 Zonen geteilt und aus diesen das 
Sterin mit Benzol~Methanol eluiert: 

Zone l. Sterin 0,565 g. Nach 3maligem Umkrystallisieren aus Metha 
nol Schmelzp. 146—147°. 

Zone 2. Sterin 1,070 ¢. Nach 3maligem Umkrystallisieren aus Metha- 
pol Schmelzp. 146°. 

Zone 3. Sterin 0,132 g¢. Nach 3maligem Umkrystallisieren aus Metha- 
nol Schmelzp. 144°. 

Ks wurden von deni Sterm der beiden ersten Zonen je das 
Sterinacetat (Schmelzp. 113—114°), das Sterin-acetat-dibro- 
mid (Schmelzp. 118—119°), das Sterin-dibromid (Schmelz. 121,5 
bis 122°) dargestellt. Die analogen Derivate aus Cholesterin 
zelgten ber den Mischschmelzbestimmungen keine Depression. 

Das Sterin der Sepia ist also das Cholesterin. 


2. Phallusia mammilata. 
Aus 19 Exemplaren wurden 170 ¢ Verdauungsorgane erhalten. 


Davon 1,53 ¢ Fett. Ich konnte im Unverseifbaren mit Sicherheit 


Keln sterln sowle auch keine Gallensadure hachwelsen. 
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3. Das Sterin der Anemonia sulcata, Actiniasterin. 

Aus dem Fett von Seeanemonen (Anemonia  sulcata) 
wurde von K. Klenk und W. Diebold?) ein neues Sterin, das 
Aetiniasterin, erhalten. R.Sonderhoff, Mimnechen, der sich 
mit dem Gift der Seeanemonen?) beschaftigt hatte, stellte mir Ver- 
suchsmaterial und einige vorlaufige Ergebnisse zur Verfiigung. Da 
die Befunde von HK. Klenk und W. Diebold nach einer An- 
merkung in ihrer Mitteilune noch der Ereainzung bedurften, habe 
ich mich mit diesem Sterin beschiftiet. 

Ber der Titration mit Pyridinsulfatbromid nach Rosemund 
und Kuhnhenn wird nicht die theoretisch erforderliche Menge 
Brom aufgenommen. Auch bei der katalytischen Hydrierune 
werden etwa 1,5 Doppelbindungen erfabt und nur mit Benzoeper- 
siure werden 1,8—-1,9 Atome Sauerstoff aufgenommen. Hs wire 
daher anzunehmen. dafii es sich nicht um ein einheitliches Sterin 
handelt, sondern um ein Gemisch von Actimasterin und anderen 
Stermen, eventuell mit Cholesterin, das aus der Nahrung stammen 
koOnnte, da die Seeanemonen Fleischfresser sind. Ich versuchte, 
durch Adsorptionsanalyse die verschiedenen Sterine zu trennen. 

Das aus 170 @ Fett erhaltene Unverseifbare wurde aus petrol- 
itherischer Lésung mit 400 ¢ Al,O, chromatographiert und die 
Al,O,-Saule geteilt. Das Sterin jeder Zone wurde mit Benzol 
Methanol eluiert und aus dem Sterim das Acetat hergestellt und 
die Doppelbindungen durch katalytische Hydrierung des Sterin- 
acetats bestimmt. 





Zone l. Sterin 1,09 g, Schmelzp. 143—144"°. Acetat: Schmelazp. 122 
bis 123,.5°. Katalytische Hydrierung: 1.42 Mol Wasserstoff aufgenommen. 
Hydroacetat: Schmelzp. 122—123°. 

Zone 2. Sterin 2,80 ¢, Schmelzp. 141—143°. Acetat: Schmelzp. 122 
bis 123°. Katalytische Hydrierung: 1,43 Mol Wasserstoff aufgenommen. 
Hydroacetat: Schmelzp. 122—123°. 

Zone 3. Sterin 0,72 g, Schmelzp. 141—142°. 

Zone 4. Sterin 1,56 g, Schmelzp. 142°. 

Zone 5. Sterin 3,58 g, Schmelzp. 148°. Acetat: Schmelzp. 124—125°. 
Katalytische Hydrierung: 1,49 Mol Wasserstoff aufgenommen. Hyvdroacetat: 
Schmelzp. 124—126°. 

Zone 6. 6,1 g erhalten. Es wurde in Petrolather gelést und nochmals 
durch 100g Al,O, adsorbiert. 

Zone 61. Sterin 0,60 g, Schmelzp. 137—139°. Acetat: Schmelzp. 127 
bis 180°. Umkrystallisierung (Methanol): Schmelzp. 130—131°. Katalytische 
Hydrierung: 1,3 Mol Wasserstoff aufgenommen. 


') Diese Z. 286, 141 (1935). 
2) Liebigs Ann. 525, 138 (1936). 
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Zone 6ll. Gab noch Liebermann- Reaktion; im Hochvakuum destil- 
liert. Destillat 1,24g¢ vom Schmelzp. 48,5—50°. Wachsalkohol (C 


79,64°/,, H = 14,19°),). Destillationsriickstand aus Methanol um- 
krystallisiert: 84 mg, Schmelzp. 155—157?°. Acetat  umkrystallisiert: 


Schmelzp. 106—107°. 


Zone Olll. Keine Liebermann-Reaktion. Hochvakuumdestillation 
bei 0,01 mm konstant zwischen 123—126° destilliert. Salbenartige Konsistenz, 
1.35 g. Wachsalkohol (C = 80,37°,,. H 13,67°/)). 

Zone 7. Hellgelbes Ol. Hochvakuumdestillation. Wachsalkohol 
( = 0,57"), & 13,04°',). Mol.-Gew. berechnet aus Sauerstoffgehalt 
(1 Atom Sauerstoff) 262, aus Wasserstoffaufnahme (1 Doppelbindung) Mol. 
Gew. 248. Vermutlich C,gH,,0 von Mol.-Gew. 268 (C = 80,6°/,, H 13,43°/,). 

“Zones. EKtwa 50-—100 mg salbenartiger Konsistenz 

Filtrat. Im Hochvakuum destilliert. Destillat aus Alkohol umkrystalli 
siert, Schmelzp. 56—60°. Nach der zweiten Umkrystallisierung Schmelzp. 64 
bis 65°. Kohlenwasserstoff (C — 85,04°),, H 14,64°'.). Mol.-Gew. 
Bestimmung nach kK. Rast 370. 


Das Sterin der Zonen 1—5 (9,75 2), das Actiniasterin, hat 
die Formel Cy,H,,O, wie aus den Analysendaten des Sterins vom 
Schmelzp. 145,59 (C = 83,7°/5, H = 11,67°/,), des Hydroacetats 
und der Acetylbestimmung des Hydroacetats, die mit denen von 
Klenk und Diebold (a. a. O.) abereinstimmen, hervorgeht. Das 
Sterin der Zone 61 enthalt viellercht ei dem Clronasterins) 
(Schmelzp. 137-—1388°, Acetat Schmelzp. 134—135°) ahnliches Ste- 
rin C,.H,,0. 

Aber auch das Sterin der Zonen 1—5, das Actiniasterin, 
scheint nicht embheithch zu sein, da durch katalytische Hydrierung 
der Acetate nur etwa 1,5 Doppelbindungen erfabt werden. Auch 
bei der Titration des Acetats vorn Sterin der Zone 5 mit Brom- 
Chloroformlosung wurden nur 1,68) Doppelbindungen bestimmt. 
Is wurde daher versucht, die verschiedenen eventuell vorhandenen 
Sterine durch traktiomerte Krystallisation der Acetatbromide zu 
trennen. 


13e¢ Acetatbromid (Schmelzp. LE8—119°) wurden in 3 cem Chloro- 
form gelést und durch Hinzufiigen von 5 com Essigester und SO com Methanol, 
0,58 g des Acetatbromids vom Schmelzp. 119——120°, gefallt. Durch geringes 
Kindampfen der Losung wurden noch 0,61 g erhalten vom Schmelzp. 118 bis 
119°. Diese Fraktionierung wurde nochmals wiederholt, und schheBlich habe 
ich Fraktionen erhalten, die, wie aus den Analysendaten der Brombestimmung 
hervorgeht, an Tetra- bzw. Dibromid angereichert waren. Ich habe eine 
Fraktion eines Bromids erhalten mit 30,66°, Brom. Berechnet fur CygH,,0,Br, 

i 


42,.86°), und fiir CygH,,O,Br, 27,18"). Aus den Bromiden wurden durch 


Dore : Bic he mic. a 1, 92 (1909) 
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2stiindiges Erwarmen auf dem Wasserbad mit Zinkstaub in Essigsaure und 
Methanol die Acetate und daraus durch Verseifen die Sterine erhalten. 

Eine Trennung der beiden Sterine ist mir nicht gelungen, da 
ich nicht genugend Ausgangsmaterial zur Verfiigung habe und 
zur Zeit keins beschaffen kann. Durch meine Versuche ist es aber 
sicher geworden, dai das Actimiasterin von Klenk und Diebold 
nicht einheithch war. Bei den Seeanemonen kommen mindestens 
2 Sterine vor, eins mit zwei hydrierbaren Doppelbindungen, fiir das 
der Name Actiniasterin beibehalten werden soll, und eins mit 
nur einer hydrierbaren Doppelbindung. Ob Cholesterin vorkommt, 
kann man nicht mit Sicherheit sagen. 











Uber eine antiuranische Substanz — ,,V-Faktor“ — , 
welche die Niere vor der schaddlichen Wirkung des Urans 
schiitzt und dessen Ausscheidung verdndert 

Von 


Franeceseo Vacirea 


‘Aus dem Mallander Serotherapeutischen Institut ,,Seratino Belfanti* 
und dem Institut flr organische Chemie der Universitat Mailand) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25, Februar 1943) 


Das Filtrat von Kulturen des Diphtheriebacillus zeigt nach 
angemessener Behandlung mit Formalin eine eigenartige biologische 
Wirkung, die, wie ich glaube, bisher noch nicht beobachtet wurde ; 
dieselbe dubert sich in einem Schutze der Versuchstiere gegeniiber 
Vergiftung mit Uranmitrat. Werden 6—S8cem dieses Filtrates 
gleichzeitig mit einer oder mehreren sicher t6dlichen Minimaldosen 
Urannitrat cingespritzt, so uberleben die behandelten Tiere, wenn 
Uran und Filtrat vor der Kinspritzung vermischt werden, und auch, 
wenn beide Substanzen getrennt an voneinander  entfernten 
Stellen des Tierkorpers eingefiihrt wurden. Die Schutzwirkuny 
des antiuranischen Faktors scheint bis zu emem gewissen Grade 
zur eingespritzten Menge in eimem festen Verhiltnis zu stehen, 
da bei Steigerung dieser Menge das Tier groberen Urandosen wider- 
steht, wahrend oberhalb einer bestimmten Grenze die Mrscheinung 
ausbleibt, wenn die Menge des antiuramischen Faktors und jene 
des Urans proportional erhoht werden. 

Ks kann jedoch schon im voraus die Hypothese emer Bindung 
zwischen dem antiuranischen Faktor und dem Uran selbst. oder 
einer Adsorption der ersteren Substanz an die letztere, mit darauf- 
folgender Umwandlung des Giftes in eine weniger toxische oder 
atoxische Verbindung ausgeschlossen werden, da die subcutane 
Kinfiuhrung der Mischung antiuranischer Faktor + Uran das 
Kaninchen nicht vor der schadhchen Wirkung dieses Metalls 
schiitzt, wohl aber der Ratte und dem Meerschweinchen einen 
Schutz verleiht. 

Soll der ,,V-Faktor’’ seine am Uberleben des Versuchstieres 
erkennbare Wirkung entfalten, so muf er entweder gleichzeitig 
mit dem Uran oder 24—48 Stunden friher, aber nicht spater als 








170 Franceseo Vacirea, 


S Stunden nach dem Gifte eingespritzt werden. Kine kleine, durch 
die Behandlung geheilte Tiergruppe kann sogar eine andauernd 
vesteigerte Resistenz dem Uran gegeniiber zeigen, die 15—20 Tage 
nach der ersten Behandlung nachzuweisen ist. Bei den Tieren, 
die dank der Wirkung des ,,V-Faktors” die Vergiftung iiberleben, 
kann in den ersten Tagen nach der Gifteinspritzung Fiweif im 
Harn auftreten, das aber rasch wieder verschwindet: manchmal 
fehlen jedoch jeghche Spuren pathologischer Elemente im Harn. 
Dieser unter der Wirkung des ,,V-Faktors’ zu erhebende Befund 
konnte in der raschen Ausscheidung des Urans mit dem Harn 
seine Erklarung finden; tatsachlich ist die Ansammlung dieses 
Giftes in der Niere der behandelten Tiere, im Vergleich mit den 
normalen Kontrollen, wirklich minimal, bedeutend grober hingegen 
die mit dem Harn abgesonderte Uranmenge. Bei der etwa 150 2 
schweren, subcutan mit 2mg Urannitrat behandelten und nach 
24 Stunden entbluteten Ratte z. B. enthalten die beiden Nieren 
etwa l mg. Urannitrat und der Harn enthalt etwa 0,3 mg; nach 
der Behandlung mit dem ,,V-Faktor’’ hingegen enthalten, unter 
gleichen Versuchsbedingungen, die Nieren 0,2 mg, der Harn aber 
1.1 mg. Untersucht man die Niere 6—10—16 Stunden nach der 
Kinspritzung, so bleibt dieses Verhaltnis immer gleich. Solche 
Daten berechtigen zur Annahme, es hange die den Ausscheidungs- 
rhythmus des Urans beschleunigende Wirkung ausschlieBlich von 
der Niere ab, da die Summe der in den Nieren und im Harne des 
behandelten Tieres registrierten Uranwerte denen der Kontrolltiere 
entspricht. Man darf infolgedessen annehmen, daf die Resorption 
in beiden Fallen mit ein und derselben Schnelligkeit erfolgt, und 
daB in beiden Fallen auch die gleiche Uranmenge an die Niere 
velanet, jedoch in jedem emzelnen Falle mit einem verschiedenen 
Rhythmus ausgeschieden wird. 

Die Hypothese, es kénne die rasche Ausscheidung des Urans 
vermove eines zur Zeit noch unbekannten inneren Mechanismus 
das Zustandekommen der charakteristischen Uranlision vermeiden, 
wird durch folgende Beobachtung wahrscheinlich gemacht: im 
Verlaufe der experimentellen Uranvergittung ist in der Regel am 
3.—4. Tage nach der Giftemspritzung Eiweib im Harne der Tiere 
nachweisbar; in die Niere hingegen gelangt das Uran schon in den 
ersten Stunden nach der subcutanen Kinfiihrung und erreicht dort 
im Laufe der ersten 24 Stunden seine héchste Konzentration. Die 
Latenzperiode aber, die zwischen dem Augenblick hegt, in dem 
das Uran in der Niere die héchste Konzentration aufweist, und 
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jyenem, in welchem als Zeichen der Nicrenlasion im Harn Fiweib 
auftritt, macht es wahrscheinlich, dap das Gift. um die Nieren- 
elemente schidigen zu kénnen, ziemlich lange damit in Kontakt 
bleiben mub. Wird hingegen unter der Wirkung des ,,V-Faktors*’, 
der den Rhvthmus der Uranausscheidung beschleunigt, diese 
Latenzperiode abgekiirzt, so kann es zu einer nur leichtgradigen 
Nierenlision kommen, oder es kann dieselbe auch ganz ausbleiben. 
Will man jedoch mit Sicherheit behaupten diirfen, da das Fehlen 
oder die Gerinctigigkeit der Nierenlision von der sehwicheren 
Konzentration des Urans in der Niere als Folge einer beschleunigten 
Ausscheidung mit dem Harn abhiinet, so mubte man ausschheBen 
konnen, dali der Ausscheidunesprozeb des Urans durch die Niere 
unter der Wirkune des ..V-Faktors sich fndert: dies ist aber an 
Hand der Daten, ber die wir verfiigen, unmoelich, um so mehr, 
da die Lokalsierune des Urans in den Nierenelementen noch um- 
stritten ist, weil die Lokahsierung der Liistonen in den Mpithelien 
der Harnkaniéilehen und in den Glomerult verschiedenartig gedeutet 
wird. Bei der histologischen Priiftune der Nieren vergifteter Trere 
zeigen sich aber gerade die bestimmte Kanilehensegmente be- 
kleidenden Epithehen am = schwersten von der Uranwirkung ge- 
schadigt und weisen schwere Degenerations- und Nekroseprozesse 
auf, wihrend die Glomeruli nur weme oder gar nicht veriindert 
sind. Da aber Aschoff (mit der ihm zustehenden Autoritiét) fiir 
das Vorkomien von Glomeruloverinderungen durch Uranwirkuny 
eintritt, so ist es ratsam, eine Mitleidenschaft der Glomerult umn 
Verlaufe der Uranvereiftung nicht ganz von der Hand zu weisen, 
trotzdem nicht von allen Forschern  pathologisch-anatomiusche 
Lisionen an diesen Klementen beobachtet worden sind. Da es also 
auf indirektem Weee micht velinet, den normalen Ausscheidungsweg 
des Urans durch die Glomerult oder die Harnkanilchen zu bestim- 
men, so bleibt bis jetzt nichts anderes ubrig, als die obengenannte 
Hypothese aufzustellen und die Frage bis auf weiteres offen zu lassen. 

Die Abnahme der Diurese bei mit dem ..V-Faktor behandelten 
Tieren schhebt die Mochehkeit aus, dafi die Zunahme der aus- 
ceschiedenen Uranmenge der Ausdruck einer banalen Polvurie ist. 
Wenn man ferner die Ausscheidungskurven des Wassers, des Harn- 
stoffes und des Kreatinins nach der Theorie von Cushny-Reh- 
berg ber mit ,,V-Faktor™” behandelten Tieren registriert, so lassen 
sie keine Zunahme des Glomerulofiltrates zu. Demzufolge kann man 
eher annehmen, es werde das Uran nicht durch den Glomerulus 
ausgeschieden, denn wenn es, bei Paritat des Glomerulofiltrates, 
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in gleicher Menge in die Niere gelanet, so wird das Gift unter der 
Wirkung des ,,V-Faktors*’ mit beschleunigtem Rhythmus ausge- 
schieden, wahrend die Absonderung von Harnstoff und Kreatinin mit 
der Wassermenge parallel geht, welche durch die Glomeruli filtriert. 

Die mineralischen Bestandteile des Harns werden vom ,,V- 
Kaktor’’ weder bestandig noch eindeutig verandert, weshalb es 
mur nicht statthaft scheint, auf die geringen Veranderungen, die 
sich zuweilen im Harn der behandelten Tiere bemerkbar machen, 
allzu groben Wert zu legen; dieselben koénnten nimlich erstens 
der Ausdruck von Wirkungen sein, die nicht vom ,,V-Faktor‘, 
sondern von anderen, in der mcht vollig gereinigten Losung vor- 
handenen Substanzen abhiingen, und zweitens reduzieren die durch 
diuretische Reizungen (Purin- oder Quecksilberderivate) oder durch 
Antidiuretika (Hypophysenextrakt) verursachten Veranderungen 
der Diurese die Konzentration des Urans in der Niere und im 
Harn nicht bedeutend, noch verleihen solche Praparate den Tieren 
vor der schadlichen Uranwirkung einen merklichen Schutz. Durch 
Purin- und Quecksilberderivate wird sogar die Resistenz der Tiere 
gegen Uran bedeutend vermindert, wiihrend dieselbe durch Hypo- 
physenextrakte zuweilen ein wenig gesteigert wird. Bei eleich- 
zeitiger Behandlung mit ,,V-Faktor und Diureticis oder Anti- 
diureticis kommt die typische Schutzwirkune des antiuranischen 
Faktors fast ginzlich zum Verschwinden. 

In Anbetracht des direkten Antagonismus der biologischen 
Wirkungen des Hypophysenextraktes und des ,,V-Faktors* ist 
demnach anzunehmen, es habe die schwache antiuranische Wirkung 
des Hypophysenextraktes emen anderen Angriffspunkt als die des 
,¥-Faktors. Logischerweise mifte man daran denken, dab die 
Reduktion der Diurese in beiden Fallen vermége eines verschiedenen 
Mechanismus zustande komme, wie tibrigens auch die Wirkung 
dieser Substanz auf den arteriellen Druck eine verschiedene ist, 
da der intravenés eingefiihrte .,.V-Faktor denselben nicht merk- 
lich verandert. 

Aller Wahrscheinlichkeit nach erfahrt der antiuranische Faktor 
im Organismus vor seiner Ausscheidung eine Veranderung, denn 
wird der Harn der behandelten Tiere subcutan in normale Tiere 
elngespritzt, so schitzt er dieselben nicht vor der Uranvergiftung. 
Die spontane Toxizitat des Harns der Tiere kann durch eine Be- 
handlung mit dem ,,V-Faktor micht vermindert werden. 

Der antiuraniscbe Faktor ist nicht immer im mit Formalin 
behandelten Filtrate der Diphthenekulturen nachweisbar, denn 
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seine Bildung hiinet vom N&hrsubstrat ab, auf dem sich der Keim 
entwickelt hat. Auftreten und Konzentration des Faktors scheinen 
aber mit dem Wachstum und demnach mit dem Stoffwechsel des 
Keimes zusammenzuhiingen; verindert derselbe mit einer Reihe 
von Spaltungs- und vielleicht auch Syntheseprozessen die Bestand- 
teile des Naihrbodens, so kommt es zur Befreiung oder Bildung 
jener Atomgruppen, die imstande sind, mit dem Formol in Reak- 
tion zu treten und somit jene Substanz zu bilden, welche bei ihrer 
Kinfihrung in den Tierkérper die biologische Migenschaft fiubert, 
die Niere vor der schadlichen Uranwirkung zu schiitzen. Auftreten 
und Konzentration des antiuranischen Faktors scheinen  ferner 
nicht an das Toxinbildungsvermégen des Keimes gebunden zu sein, 
da auch schwache Toxinbildner den antiuranischen Faktor er- 
zeugen, wenn sie auf geeigneten Nahrbo6den wachsen. Die Formol- 
behandlung ist jedoch zur Gewinnung des antiuranischen Faktors 
unumganglich notwendig; das fiir die Ratte atoxische Kulturfiltrat 
und das nach Inaktivierung des Toxins atoxisch gemachte ent- 
falten dem Uran gegeniiber keine Schutzwirkung. Die Versuche, 
den ,,V-Faktor™ in den Leibern der Diphtheriebazillen nachzuweisen, 
haben zu keinem Erfolg gefiihrt : ebensowenig gelang die lixtraktion 
von Knzymen, die imstande sind, bet Kontakt mit einem geeigneten 
Nihrsubstrat den in Frage stehenden Faktor zu bilden. Kulturfiltrate 
des Tetanusbacillus zeigten sich nach Formolbehandlung inaktiv. 

Die Unloshehkeit des .,V-Faktors** in organischen L6sungs- 
mitteln und in gesittigter Ammoniumsulfatlésung, sowie seine 
Labiltat be: Behandlune mit Siéuren machen es wahrscheinlich, 
daf seine Struktur derjenigen der Polypeptide iihnlich ist. In 
neutralem Miheu zeigt sich der ,,V-Faktor hitzebestindig und 
teilweise dialysierbar. 

Saimtliche Versuche zum Nachweis der biologischen Wirkung 
des antiuranischen Faktors ber akuten experimentellen Intox- 
kationen durch Quecksilber, Blei, Chrom, Arsen, Wismut, Benz- 
pyren, sowie durch Bakterieneifte, Harnstoff und Ammonium- 
chlorid haben zu negativen Resultaten gefiihrt. Diese letzten 
namenthch berechtigen zu emer genauen Unterscheidung zwischen 
dem ,,V-Faktor’ und dem von Akira Sato aus der Leber 1so- 
lierten, .,.Yakriton’’ benannten Hormon, das bekanntlich die Tiere 
vor der akuten Ammomumchlorid-Vergiftung schiutzen kann. 
Selbst die Phlorrhizin-Glykosuric bleibt unveriandert. Der anti- 
uranische Faktor beeintrichtigt in keiner Weise die Antikorper- 
bildung (T'yphus, Paratyphus). 
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Was den Nachweis des ..V-Faktors’* in Organextrakten be- 

> 

trifft. so ergibt sich aus meinen Versuchen, dai nur aus der Niere 

unter gewissen Bedingungen eine Substanz zu gewinnen ist, die 

dem ,.V-Faktor’ analog wirkt. Die mit Nierenextrakt behandelten 

Tiere iberleben die Kintiihrung té6dlecher Dosen Urannitrat gréBten- 

teils und scheiden in beschleunigtem Rhythmus das Uran mit dem 

Harn aus. Trotz dieser Wirkungsanalogie zwischen ,,V-Faktor’ 

und Nierenextrakt ist es momentan ratsam, die beiden Substanzen 

vetrennt zu halten, in Erwartung genauerer experimenteller, sowohl 
chemischer als biologischer Angaben. 

Bei Kinhaltune der gleichen [Extraktionsmethode kann dieses 
antiuranische Prinzip weder in Leber, Pankreas, Magen oder Milz, 
noch in den Lungen und Muskeln nachgewiesen werden. Ebenso- 
wemg kénnen die Vitamine A, B, C, D, oder die zur Behandlung 
der perniziésen Animie und der Leberinsutfizienz im Handel be- 
tindlichen Leberextrakte den Tieren vor der experimentellen Uran- 
vergiftung einen Schutz verlerhen. 

Das ist alles, was ich uber das Vorkommen des ,,V-Faktors” 
3 

als Agens zum Schutze der Niere und zur Verainderung der Uran- 

ausscheidung mit dem Harn berichten kann. Ich behalte mir vor, 

mm einer spiiteren Mitteilung auf die Hinzelheiten obiger Versuche 

einzugehen. 
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Beitrag zur Beziehung zwischen der Mitosegiftwirkung 
und der Konstitution von Colchicinderivaten”*) 
Yon 
Hans Lettré und Hans Fernholz 


Mit 6 Figuren im Text 


(Aus der chemischen Abteilung des Allgemeinen Instituts gegen die Geschwulstkrankheiten 
im Rudolf Virchow-Krankenhaus Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. November 1942) 


Vor mehr als 80 Jahren haben Dixon und Malden?) eme 
wenig beachtete Wirkung des Colchicins erkannt. Sie fanden, dah 
dieses Alkaloid der Herbstzeitlosen (Colchicum autumnale) bei 
subeutaner Injektion an Kaninchen oder Hunden nach etwa 
einer Stunde eine starke Leukopenie (Absinken der Zahl der weiBen 
Blutkérperchen) erzeugt, der im Laufe emiger Stunden eine Leuko- 
cytose (Anstieg der Zahl der weiBen Blatkérperchen) folgt. Im 
Stadium der Leukopenie fand Dixon das Knochenmark reich 
an unreifen Zellformen und Zellen im Mitosestadium. tm Laufe 
seer Untersuchungen tber ,,karyoklastische Gifte’’ fand Dustin?) 
mit Lits?) im Jahre 1984, daB Colchicin die Fihigkeit hat, im 
Teilungsstadium befindliche Zellen an der Beendigung der Teilune 
zu hindern. Nach diesem hemmenden Hinflu speziell auf die Kern- 
teilung (Mitose) bezeichnet man das Colchicin als ein Mitosegift22). 
An diese Untersuchungen an tierischen Geweben schlossen sich 
Prifungen der Wirkung des Colchicins auf Pflanzen an, die zu der 
Kntdeckung der polyploidisierenden Wirkung (Vervielfachung des 
Chromosomensatzes einer Zelle) fulirten*). Auf Hefe®) und auf 
Bakterien®) hat Colchicin keine Wirkuneg. 

Unter dem Eimflu8 des Colchicins werden dic sich telenden 
tierischen Zellen im diesem Stadium fixiert, und so sind im histo- 
logischen Bild eme groBe Zahl von Mitosen zu beobachten. Hine 
Unklarheit besteht daruber, ob das Bild gehéufter Mitosen nur 
dadurch entsteht, dafi die Zelltetlung in normalem Tempo abliiutt 


*) Als Dissertation Hans Fernholz im April 1941 der Mathematisch- 
Naturwissenschaftlichen Fakultat der Universitat Gottingen eingereicht, 
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und die vorhandenen Mitosen abgestoppt werden. Dustin nimmt 
an, daB auch zugleich eine Anregung der Zellteilung stattfindet, 
und daB durch das Colechicin ,,karyoklastische Krisen‘ ausgelést 
werden, in denen ein Gewebe einmal zu Zellteilungen angeregt wird 
und dann die weitere Teilung der in der Teilung befindlichen Zellen 
cehemmt wird. Im Gegensatz hierzu geben Brues und Cohen’) 
an, daB bei der regenerierenden Rattenleber die Zahl der mit Col- 
chicin gefundenen Mitosen sich mit der deckt, die auch normaler- 
weise in dem gleichen Zeitraum zum Ablauf gekommen ware. Das 
Colehicin ist inzwischen auch als Hilfsmittel der Hormonforschung 
verwendet worden, indem die wachstumsanregende Wirkung von 
Hformonen (z. B. thyreotropem, 6strogenem) an den Krfolgsorganen 
durch die Fixierung der Mitosen mittels Colchicin sichtbar gemacht 
wird’). Diese Anwendungsméglichkeit des Colchicins setzt voraus, 
da8 die unter der Hormonwirkung in Gang gesetzte Zellteilang von 
Colchicin nicht auch angeregt, sondern nur gehemmt wird. Dustin 
unterscheidet zwei Gruppen von Mitosegiften: 1. solehe, die vor- 
landene Mitosen abstoppen (z. B. Trypaflavin), und 2. solche, dic 
anregend und abstoppend wirken (Colchicin, Kakodylat). Durei: 
morphologische Untersuchung der Zellen im Mauseascitestumor und 
durch Feststellung des Mitoseablaufes unter der Wirkung von Col- 
chicin einerseits und Trypaflavin andererseits hat H. Brodersen’) 
vefunden, daB Trypaflavin den Beginn der Mitosen hemmt, wihrend 
Colehicin die Endphasen beeinflu8t. GemaiB ihrer Wirkung be- 


sonders auf teilungsbereites Gewebe — wihrend ruhendes Gewebe 
nicht beeinfluBt wird — wirken sich die Mitosegifte bei jungen, 


wachsenden Tieren stirker aus als bei erwachsenen, was schon 
summarisch in der gréB8eren Giftigkeit des Colchicins bei jungen 
Tieren zum Ausdruck kommt. Beispielsweise wirken nach Ries?®) 
schon 15 y Colchicin tédlich fiir eine Maus von 10 Tagen, wihrend 
von 42 Tage alten Miéusen bei mehreren Injektionen bis zu 260 y 
vertragen wurden. Auch die herabgesetzte Giftigkeit des Colchicins 
beim winterschlafenden Tier#4) wird wohl zum Teil durch das 
Fehlen von teilungsbereiten Zellen in diesem Organismus zu 
deuten sein. 

Ebenso wie die sich teilenden Zellen innerhalb des tierischen 
Organismus durch Mitosegifte beeinfluBt werden, so lassen sich 
auch in vitro, in der Gewebekultur geziichtete Zellen durch solche 
Stoffe in ihrem Wachstum hemmen, und zwar kénnen hierfiir in 
cleicher Weise embryonale, wie Zellen von Tumoren verwendet 
werden??), Als Stellen intensivsten Wachstums sind auch bésartige 
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Geschwiilste mit ihren zahlreichen teilungsbereiten Zellen der 
Wirkung von Mitosegiften zuginglich. Dustin hat gezeigt, daB 
bei einem Mauseimpftumor nach der subcutanen Injektion von 
25 y Colchicin pro Maus von 20—40 g nahezu simtliche Tumorzellen. 
im Mitosestadium gefunden werden. Den KinfluB des Colchicins 
auf das Wachstum von Tiertumoren hat zuerst Amoroso!) unter- 
sucht, und dabei eine Hemmung des Wachstums beobachtet ; 
aihnliche Ergebnisse an Kaninchenpapillomen teilte Peyron?*) 
mit. Inzwischen sind iiber diese Frage eine Reihe von Unter- 
suchungen durehgefiihrt worden!5), so auch tber die Wirkung des 
Colchicins auf menschliche Geschwiilste® 1%), weiter in Kom- 
bination mit Réntgenstrahlung!), und auf Pflanzenkrebs?}8) 
Schairer!’) wies nach, daB die Zellen des Mauseascitestumors 
durch Colchicin im Mitosestadium gestoppt werden; am gleichen 
Tumor hat Lettré?°) die hemmende Wirkung des Colchicins auf 
das Tumorwachstum untersucht. 

Ein ideales Mitosegift ware ein Stoff, der ausschheBlich auf die 
Kernteilung einwirkt, ohne gleichzeitig andere Schadigungen der 
Zelle zu zeitigen. Durch die morphologische Betrachtung aliein ist 
die Entscheidung, ob ein Stoff neben seiner Wirkung als Mitosegift 
nicht auBerdem noch andere Zellschadigungen bewirkt, nicht immer 
zu erzielen. Kinen Weg zur eindeutigeren Festlegung der Wirkung 
eines Stoffes auf den Zellkern oder auf das Zellplasma haben 
N. Brock, H. Druckrey und H. Herken?) erschlossen. In einer 
Untersuchung uber Kerngifte und Cytoplasmagifte priiften sie den 
EinfluB verschiedener Substanzen einmal auf die Kernteilung von 
Seeigeleiern, zum andern auf den Atmungsstoffwechsel dieser Sub- 
strate. Sie fanden, daB Colchicin als ,,wahres Kerngift‘* die Kern- 
teilung schon in solchen Konzentrationen hemmt, in denen der 
Stoffwechsel (lokalisiert im Zellplasma) noch keinerlei Beeinflussung 
zeigt. Als anderes Extrem bewirkt das Veratrin (Alkaloid des 
Sabadillsamens) in Konzentrationen eine Stoffwechselschadigung, 
die auf die Kernteilung noch keinen Einfluf& haben. Andere Sub- 
stanzen liegen zwischen diesen Kxtremen, so dai damit eine Klassi- 
fizierung der schadigenden Faktoren je nach ihrer Wirkung auf 
den Zellkern oder auf das Zellplasma mdoglich ist. 

Mitosegifte finden sich in chemisch ganz heterogenen Stoff- 
klassen; neben den schon genannten Stoffen: Colchicin, Trypaflavin, 
Kakodylate, sind noch andere Stoffe als Mitosegifte beschrieben 
worden, auf die hier nicht eingegangen werden kann??). Von den 
drei genannten Stoffen ist Colchicin das bestwirksame Mitosegift, 
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es ist 10mal wirksamer als Trypaflavin?’) und 1200mal wirksamer*) 
als Natriumkakodylat’). Als bestwirksames, als ,,wahres‘‘ Kerngift 
und als Naturstoff beansprucht das Colchicin em besonderes 
Interesse, und wir haben uns daher speziell bei diesem Stoff der 
Bearbeitung der Frage des Zusammenhangs zwischen Wirkung 
und Konstitution zugewandt. Hieriiber lagen schon von anderer 
Seite?) Untersuchungen vor, auf die weiter unten eimgegangen 
werden soll. 

Die ersten eingehenden chemischen Untersuchungen iiber das 
Colchicin wurden von Zeisel**) durchgefiihrt, der eme Rein- 
darstellung beschrieb, seine analytische Zusammensetzung und 
Molekulargr6Be festlegte und eine Reihe von wichtigen funktionellen 
Derivaten darstellte. Einen Emblick in die Konstitution des Col- 
chicins hat uns Windaus?*) in einer Reihe von Untersuchungen 
verschafft. Danach ist das Colchicin, C,.H,,O,N (Formel I), ein 
Derivat des 9,10-Dihydrophenanthrens; durch Umwandlung des 
Colchicins in 9-Methylphenanthren konnte Windaus den Nach- 
weis des Phenanthrenskeletts in diesem Alkaloid fiuhren. Verdiinnte 
Mineralsaduren zerlegen das Colchicin in Colchicein, C,,;H,,0,N 
(Kormel II) und Methylalkohol. Durch Erhitzen mit konzen- 
trierteren Mineralséuren wird Colchicein weiter in Trimethyl- 
colehicinsaure, C,gH,,O,N (Formel III), und Kssigsiure gespalten. 
Colchicein geht bei der Behandlung mit Jod und Alkahlauge 
unter Verlust eines Kohlenstoffatoms in das N-Acetyljodcolchi- 
nol, Cyp)Ho20,NJ (Formel IV), uber. Diese Reaktion veranlaBte 
Windaus im Colchicin die Gruppierung des Oxymethylenmethyl- 
aithers anzunehmen, die auch nach der hydrolytischen Abspaltung 
der Methylgruppe zum Colchicein als Oxymethylengruppe mit 
benachbarter Ketogruppe erhalten bleibt, und sich nicht in die 
tautomere Form des Oxyaldehyds umlagert. Dieser SchluB kann 
aus den Messungen der Ultraviolettabsorption des Colchicins und 
des Colchiceins gezogen werden, die Bursian*®*®) angegeben hat; 
die Spektren von Colchicin und Colchicein ihneln einander weit- 
gehend. Durch die oxydative Entfernung der Oxymethylengruppe 
wird der Ring C des Colchicins beim Ubergang zum N-Acetyljod- 
colchinol aromatisch, und das Sauerstoffatom nimmt phenolischen 
Charakter an. Es laBt sich, wihrend es im Colechiein und Colchicein 
keine Umsetzungen eingeht, in dieser Verbindung verithern und 





*) In der Arbeit von Lettré?*) ist unrichtig die Wirksamkeit des 
Natriumkakodylats zu 3/3, von der des Colchicins angegeben, was hiermit 
berichtigt sei. 
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verestern. Der N-Acet yljodcolchinolmethylather (Hormel TV) hefert 
durch Oxydation eime hla perrdi dhl aeein die nach Unter- 
suchungen von Grewe?’) 4-Methoxy-5-jodphthalséiure darstellt. 
‘Purch Einwirkung von Zinkstaub in saurer oder alkalischer Lésung 
laBt sich aus N-Acetyljodcolchinol leicht das Jod entfernen und 
durch Wasserstoff ersetzen. Das so gewonnene N-Acetylcolchinol, 
Cy9Ho30;N, ist ebenfalls ein Stoff mit phenolischem Charakter; 
durch Erhitzen mit Séuren la8t sich in ihm die Acetylgruppe von 
der Aminogruppe abspalten, das Reaktionsprodukt ist das Col- 
chinol, C)gH.,O,N (Pormel VY). Aus emem Umwandlungsprodukt 
des Colchinolmethylathers hat Windaus durch Oxydation 4-Meth- 
oxyphthalmid gewinnen koénnen, das aus dem Ring C und dem 
aufgespaltenen Ring B stammt. Aus den Ringen A und B entsteht 
durch Oxydation des Colchicins die 3,4,5-Trimethoxy-1,2-phthal- 


12* 











180 


Hans Lettré und Hans Fernholz, 
siure. Aus diesen Experimenten ist die obige Formel I von 
Windaus abgeleitet worden. Eine Unsicherheit besteht hin- 
sichtlich der Anordnung der Substituenten im Ring C: hier kOnnen 
Ketogruppe und die Oxymethylenathergruppe ihren Platz tauschen, 
da beide Stellungen mit dem Abbau iiber das Jodcolchinol zur 
4-Methoxy-5-jodphthalséure oder wber den Colchinolmethylather 
zum 4-Methoxyphthalimid vereinbar sind. Die Reaktionsweise der 
Aminogruppe im Colchinolmethylaither hat A. Cohen, [. W. Cook 
und HK. M. F. Roe’) AnlaB zum Vorschlag anderer Formeln der 
Anordnung der Aminogruppe im Colchicin gegeben. Ein aus Col- 
chinolmethylather dargestelltes Carbinol (durch Umsetzung mit 
salpetriger Siure) zeigte keine Tendenz durch Wasserabspaltung in 
das vollaromatische Phenanthrenskelett wberzugehen. Bei Abbau- 
produkten des Colchicins, die das Dihydronaphthalinsystem ent- 
halten, hat Windaus aber eine sehr leichte Abspaltbarkeit von 
Benzamid unter Ausbildung des Naphthalinsystems beobachtet 
(Formel VIT und VIIT). Nach den negativen Ergebnissen an dem 
obigen Carbinol stellt Cook zwei neue Formulerungen des Col- 
chicins zur Debatte: einmal eine Formel, in der die Aminogruppe 
an einem primaren C-Atom steht (Formel IX), und zweitens eine 
Formel, in der der Ring B ein Siebenring ist, und der Aminogruppe 
ein Platz an eimem = sekundiren Kohlenstoffatom zukommt 
(Formel X). Die erste dieser Formulierungen laBt sich nicht mit 
dem Windausschen Befund der Umwandlung von Colchicin in 
4 Methoxyphthalimid vereinbaren. Zur Stiitzung der zweiten For- 
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muherung von Cook wire anzunehmen, daB bei der Umwandling 
des Colchicins in 9-Methylphenanthren eine Ringverengerung ein- 
getreten ist. Wahrscheinlicher ist es jedoch, daB das Cooksche 
Carbinol sich unter Umlagerung bei der Kinwirkung von salpetriger 
Siure auf die Aminogruppe des Colchinolmethylithers bildet. Von 
den Umwandlungsprodukten des Colechicins sei hier noch das 
Hydrierungsprodukt des Colchicins genannt, das Bursian?®) ein- 
gehend untersucht hat. Es entsteht durch katalytische Hydrie- 
rung des Colchicins und stellt em Hexahydrocolchicin dar 
(Formel VI). 

Eine gréBere Untersuchung tuber die Wirksamkeit von Deri- 
vaten des Colchicins als Mitosegifte haben A. M. Brues und 
A. Cohen’) durchgefiihrt. Sie verwendeten als Testobjekt die 
regenerierende Rattenleber; Ratten wurden etwa 70°/, der Leber 
exstirpiert, die regenerierende Leber der Wirkung der zu prifenden 
Substanzen ausgesetzt, und deren Wirkung am Auftreten von 
Mitosen im histologischen Bild gepriift. Diese Ergebnisse sind in 
folgender Tabelle zusammengestellt : 














a Minimal wir-| Optimale Tédliche 

iam kende Dosis Dosis Dosis 
re 0,02 0,1 0,5 
Coleioein .. . . 1. 1. se we 0,8 3,0 3,0 
Hydrocolchicin. . . 2... 2... 3,0 10,0 10,0 
N-Acetylcolchinol. . 2... 2. . 0,9 3,0 20,0 
N-Acetylcolchinolmethylather . . 8,0 12,6 
Colchinolmethylather-hydrochlorid 6,0 — 20;0 
Zugehoriges Carbinol . . . . . . 7,5 10,0 _ 
N-Acetyl-jod-colchinol ©... . 10,0 — 20,0 
‘Trimethylcolchicinsaure . . . . . | unwirksam | unwirksam 20,0 


Die Dosis ist in mg/100 ¢ Ratte angegeben. Als minimal wirk- 
same Dosis gilt die Menge, mit der gerade gestoppte Mitosen erzielt 
werden. Optimale Dosis ist die Menge, die ein Maximum an ge- 
stoppten Mitosen ergibt, d.h. die abstoppend wirkt, ohne den 
Beginn der Mitose zu hindern. In noch h6éheren Dosen nimmt. 
nach Bruns und Cohen die Zahl der gestoppten Mitosen 
wieder ab. | 

Fur die eigenen Untersuchungen standen als Testobjekte zur 
Prifung der Substanzen auf ihre Mitosegiftwirkung einmal in der 
Gewebekultur geziichtete Zellen zur Verfigung, und zwar haben 
wir vor allem Huhnerherzfibroblasten, also Zellen aus embryonalem 
Gewebe, verwendet. Am Tier wurde die Wirkune der Stoffe am 
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Mauseascitestumor geprift, dessen Hemmung durch Colchicin 
schon beschrieben wurde?°), 

Die Untersuchung von Colchicein am Ascitestumor ergab, dal 
dieser Stoff in tiglichen Dosen von 100 y, an 5 Tagen gegeben, 
ohne Wirkung auf das Wachstum dieses Tumors ist, wihrend 
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Fig. 1 
Kurve I (gestrichelt): Bei A mit 0,2 cem Tumor-Ascites geimpft, 


Kurve II: Bei A mit 0,2 ccm Tumor-Ascites geimpft, bei B je 0,1 mg Colchicin, 
Kurve III: Bei A mit 0,2 ccm Tumor-Ascites geimpft, bei C je 0,25 mg Colchicin. 
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Ausgezogene Kurve: Bei A mit 0,2 ccm Ausgezogene Kurve; Bei A mit 0,2 cem | 
Tumor-Ascites geimpft, bei B: je 0,2 mg Tumor-Ascites geimpft, bei B: je 0,2 mg 
Hydro-colchicin. Trimethyl-colchicinsidure. 
Gestrichelte Kurve: Bei A mit 0,2 cem Gestrichelte Kurve: Bei A mit 0,2 cem 

Tumor-Ascites geimpft. Tumor-Ascites geimpft. 


250 y an 7 Tagen gegeben, eine Hemmung der Entwicklung des 
Tumors erkennen heBen (vel. Fig. 1, Kurven [Lund IT1). Trimethyl- 
colchicinséure und Hydrocolchicin erwiesen sich in Dosen von 
je 200 y taglich an 5 ‘Tagen gegeben, ohne Wirkung auf den Ascites- 
tumor (vgl. Fig. 2 und 3). Eine gleichartige Abnahme der Wirk- 
samkeit lieB sich an der Gewebekultur bei Huhnerherzfibroblasten 
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feststellen. Wahrend mit Colchicin hier noch eine Wirkung mit 
0,01—0,05 y/cem erzielt werden kann?!*), bendtigt man hierfur vom 
Hydrocolchicin 0,75 y/eem, und vom Colchicein 4—5 y/ecm. Die 
Trimethyleolchicinsiure erwies sich in Dosen bis zu 100 y/eem ohne 
Mitosegiftwirkung. Diese Befunde stehen in Ubereinstimmung mit 
denen von Brues und Cohen, wonach die Wirksamkeit vom 
Colechicin zum Colchicein und Hydrocolchicin hin quantitativ 
abnimmt, und in der Trimethyleolehicinséure ganz verschwunden 
ist. Aus diesen Versuchen folgt also, daB eine Veraénderung an der 
Gruppierung des Oxymethylenmethylathers -— sei es durch 
Hydrierung oder durch Abspaltung der Methylgruppe — qualitativ 
die Wirkung erhialt, sie aber quantitativ verringert. Die Abspaltung 
der Acetylgruppe von der Aminogruppe ]a8t die Wirkung in der 
Trimethyleolchicinsiure verschwinden. Die Annahme, daB diese 
Acetylgruppe fiir die Wirksamkeit unbedingt notwendig sei, ist 
jedoch unrichtig. Behandelt man die Trimethyleolchicinsdéure mit 
Diazomethan, so entsteht ein Reaktionsprodukt, das man _ als 
Desacetyleolehicin bezeichnen kann. Dieses Produkt ist mit 
0,05 y/eem an der Gewebekultur wirksam. Die N-Acetylgruppe 1st 
demnach fir die Mitosegiftwirkung nicht unbedingt notwendig. 
Notwendig ist, daB von den beiden funktionellen Gruppen des 
Molekiils, der Aminogruppe und der Oxymethylengruppe, entweder 
eine oder beide besetzt sind. Sind beide Gruppen frei wie in der 
Trimethyleolchicinsiure, so ist, vielleicht durch innere Salzbildung, 
zwischen der basischen und sauren Gruppe, keine Mitosegiftwirkung 
mehr vorhanden. 

Die Rickverwandlung des Colechiceins in Colchicin hat 
Zeisel?%) durchgefiihrt, indem er Colchicein mit Jodmethyl und 
Natrium behandelte. Wir haben das Colchicein der Kinwirkung 
von Diazomethan unterworfen; in einem Gemisch von Ather und 
Chloroform gelodst, setzt sich das Colchicein rasch mit Diazomethan 
um. Das Reaktionsprodukt ist eine hellgelbe, amorphe Substanz, 
die sich in Wasser &éhnlich wie Colchicin leicht 16st, und nicht 
mehr die empfindliche Reaktion der Griinfiirbung mit Kisenchlorid 
zeigt, wie sie dem Colchicein zukommmt; demnach ist also die Oxy- 
methylengruppe wieder verithert. Durch Erwirmen mit 1°/)iger 
Salzsaure geht das Produkt wie Colchicin in Colchicein uber, unter- 
scheidet sich aber vom Colchicin dadurch, daB es nicht mit Chloro- 
form zu der krystallisierten Anlagerungsverbindung zusammentritt. 
Das Produkt bezeichnen wir als Methylcolchicein; es ist wahr- 
scheinlich mit Colehicin mcht identisch, obschon nicht ausgeschlossen 
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werden kann, daB es Colchicin enthalt. Médglicherweise ist es ein 
Stereoisomeres des Colehicins oder ein Gemisch des Colehieins mit 
einem Stereoisomeren. Durch die cis-trans-Isomerie an der Doppel- 
bindung der Oxymethylengruppe des Colchiceims ist die Méglichkeit 
der Bildung einer stereoisomeren Form gegeben. 
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Dieses Methyleolchicein hat sich in der Gewebekultur mit 
0.05 y/eem als Mitosegift erwiesen. Am Mauseascitestumor zeigt 
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Fig. 4 

Gestrichelte Kurve: Bei 4 0,2 cem Tumor-Ascites. 
Ausgezogene Kurve: Bei A 0,2 eem Tumor-Ascites, bei B je 15,y Methylcolchicein. 
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es mit 15 y tighcher Dosis eme hemmende Wirkung auf die Knt- 
wicklung dieses Tumors (vgl. Fig. 4). In analoger Reaktion wurden 
durch Einwirkung von Diazoaithan, Diazopropan und Diazobutan 
aus Colchicein Athyl-, Propyl- und Butyleolchiceine dargestellt, 
Substanzen, die sich chemisch &huilich wie das Methyleolchicein 
verhalten. Die Léslichkeit in Wasser sinkt mit steigender Ketten- 
lange ab. Im gleichen Sinne verschiebt sich die Wirksamkeit als 
Mitosegift. In der Fig. 5 ist die Wirkung von 10, 20 und 30 y tig- 
licher Gabe von Athyleolchicein dargestellt. Erst mit 20 » ist 
eine deuthche Hemmung zu erkennen. Wie Tig. 6 zeigt, haben 
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Propyl- und Butyleolchicein mit 30 y taglicher Gabe keine hemmende 
Wirkung auf das Wachstum des Ascitestumor. Entsprechend sinkt 
die Wirksamkeit an der Gewebekultur ab, vom Athyleolchicein 
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I Kontrolle, bei A 0,2 ecm Tumor-Ascites, 

Il Bei A wie I, bei B je 10 y Athylcolchicein. 
Ill Bei A wie I, bei B je 20 y 
IV Bei A wie I, bei B je 30 y 
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Fig. 6 


Kurve I (ausgezogen): Bei A mit 0,2 cem Tumor-Ascites geimpft, 

Kurve II (gestrichelt): Bei A mit 0,2 cem Tumor-Ascites geimpft, bei B je 30 y 
Propyleolchicein, 

Kurve III (punktiert): Bei A mit 0,2 ccm Tumor-Ascites geimpft, bei B je 30 y 
sutyicolchicein. 


bendtigt man 0,08 y/ecm, vom Propyleolchicein 0,8 y/ccm und vom 
Butyleolchicein 2,5 y/cem, um eine mitosehemmende Wirkung an 
Hiihnerherzfibroblasten zu erkennen. Wenn auch der amorphe 
Charakter der Stoffe ihre vollkommene Reinigung nicht gestattet 
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und daher méglicherweise die angegebene Wirksamkeit kleiner ist 
als die der reinen Stoffe, so kann doch aus diesen Versuchen mit 
Sicherheit gesagt werden, daB in der homologen Reihe der Alkyl- 
colchiceine die Wirksamkeit als Mitosegift absinkt, so daB diese 
Abinderung des Molekiils keinen Fortschritt in der Wirkungs- 
steigerung erwarten liBt. Die Verditherung der Oxymethylen- 
eruppe bedeutet eine Steigerung der Wirkung gegeniiber dem 
Colchicein, dem Colehicin stehen die Produkte aber nach. 

Von den weiteren Abbauprodukten des Colchiceins erwiesen 
sich in Ubereinstimmung mit den Befunden von Brues und Cohen 
N-Acetylcolchinol und sein Methylather, N-Acetyljodcolchinol und 
dessen Methylither auch in der Gewebekultur in Dosen von 1 y/ceru 
als wirksame Mitosegifte. Im N-Acetyleolchinol ist der Ring C des 
Colchicins nach der Kntfernung der Oxymethylengruppe aromatisch 
geworden, was schon in dem phenolischen Charakter der Verbindung 
zum Ausdruck kommt. Wir konnten weiter feststellen, daB® 
N-Acetyleolchinol im Gegensatz zum Colchicin und Colchicein auf 
qrund seines phenolischen Charakters die Fahigkeit hat, mit 
Diazoniumverbindungen zu kuppeln. Mit diazotiertem Anilin oder 
diazotierter Sulfanilsdure gibt N-Acetyleolchinol in alkalischer 
Lésung eine rot gefarbte Lésung, deren Farbe beim Ansiuern gelb 
wird. Aus der angesiuerten Lésung scheidet sich ein sehr zersetz- 
licher gelber Niederschlag aus, der sich beim Trocknen dunkel farbt. 
Die Kupplungsprodukte besitzen nach ihrer Priifung an der Gewebe- 
kultur noch Mitosegiftwirkung, doch erscheint nach der Zersetz- 
lichkeit der Verbindungen in dieser Richtung keine erfolgverspre- 
chende Variation des Colchicinmolekiils zu legen. 

Zeisel8®) hat ein Umsetzungsprodukt des Colchicins —be- 
schrieben, das Colchicamid, das er durch Erhitzen von Colehicin 
mit alkoholischem Ammoniak erhielt. Bei dieser Reaktion tritt 
Methanol aus dem Molekil aus, und es entsteht das Colehiecamid 
mit emer KEnamingruppierung, das ebenfalls Mitosegiftwirkung 
besitzt. 

Die Frage des Zusammenhangs zwischen Konstitution und 
Mitosegiftwirkung wurde nun weiter durch die Darstellung und 
Untersuchung synthetischer Produkte in Angriff genommen. 
I. W. Cook und L. L. Engel®!) haben ein einfacheres Analoges 
des N-Acetyleolchinolmethylathers nach der Cookschen  For- 
mulierung (Formel XI), das N-Acetyl-£-(p-methoxyphenyl) - y- 
(3.4,5-trimethoxyphenyl)-propylamin (Formel XIT) dargestellt. Die 
Darstellung dieses Stoffes haben Cook und Engel auf folgendem 
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Wege durchgefiihrt: p-Methoxybenzyleyanid wird mit 3,4,5-Tri- 
methoxybenzaldehyd zu dem a-Cyan-«-p-methoxyphenyl-a«-3, 4, 5- 
trimethoxyphenylathylen (Formel VIII) kondensiert, und dieses 
Produkt durch katalytische Hydrierung in das entsprechende Amin 
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ubergefiihrt. Bei der Nacharbeitung der Versuche von Cook und 
Engel haben wir Schwierigkeiten gehabt, und es gelang uns nicht, 
das beschriebene N-Acetylderivat des Amins in krystallisierter 
Form zu erhalten. Die Hydrierung des Nitrils zum Amin haben 
Cook und Engel in alkoholischer Lésung durchgefihrt, wobet 
diese mehrere Tage in Anspruch nimmt. Nach dem Erscheinen der 
Arbeit von F. Weygand*) uber die Hydrierung von Cyanessig- 
ester zum o-Alaninester haben wir gefunden, daB sich das von 
Weygand hierfiir verwendete Gemisch von Kisessig—Schwefelsaiure 
auch fir die Hydrierung dieses Nitrils sehr bewahrt. In diesem 
Losungsmittel ist ber Anwendung des gleichen Adams-Shriner- 
Katalysators die Hydrierung in 2—-3 Stunden bei Zimmertemperatur 
beendet, und aus dem Amin heB sich durch Acetyherung direkt das 
krystallisierte Acetylderivat des Amins gewinnen. Nach Prifung 
von Brues*!) an der regenerierenden Rattenleber hat das Produkt 
in Mengen von 10 mg eine optimale Wirkung, wihrend 1 mg minimal 
wirksam ist und 100 me tOdlich wirken. Wir haben diesen Stoff in 
Dosen bis zu 200 y/eem an der Gewebekultur geprift, und damit 
keine Wirkung feststellen kGnnen. Wie diese Differenzen bei der 
Priifung in vivo und in vitro zu deuten sind, muB offen bleiben. 


Nach unseren Versuchen entfallt fiir diesen Stoff neben der 
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Nichtvereinbarkeit mit dem Windausschen Abbau zum 4-Meth- 
oxyphthalimid — auch die Parallele mit der Mitosegiftwirkung des 
Colchicins. 

Wir haben uns nun weiter der Darstellung von Analogen zu- 
gewandt, die in ihrem Aufbau der anderen Cookschen Formu- 
lierung mit dem 7-Ring entsprechen. Dieser Formel des N-Acetyl- 
colchinolmethylithers (XIV) wirde als Analoges ein Stoff der 
Formel XV, ein N-Acetyl-«-p-methoxyphenyl-y-3, 4, 5-trimethoxy- 
phenylpropylamin entsprechen. Die Darstellung dieser Verbindung 
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wurde auf folgendem Wege durchgefiihrt. p-Methoxyacetophenon 
wurde mit 3,4,5-Trimethoxybenzaldehyd kondensiert, und das 
entstehende Chalkon an der Doppelbindung katalytisch hydriert. 
Das Dihydrochalkon wurde in das Oxim ubergefiihrt, dieses mit 
Natriumamalgam zum Amin hydriert und acetyhert. In gleicher 
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R, dargestellt. 


Weise wurden die ahnlichen Verbindungen mit 
Resten R,, R., Re, 


verschiedenen 
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Von diesen Stoffen hat sich keiner bei der Priifung an der 
Gewebekultur als ein Mitosegift erwiesen. Die N-Acetylprodukte 
zeigen, abgesehen von einer Wachstumsschadigung in hohen Dosen 
um 200 y/eem, keine charakteristische Wirkung auf die in vitro 
cezuchteten Zellen, wahrend die freien Amine ebenso wie es friiher?) 
an Phenylithylaminen wie Sympatol gefunden worden war, eine 
vakuolisierende Wirkung auf das Zellplasma ausiben. Auch diese 
Gruppe von synthetischen Analogen fihrte also nicht zu wirksamen 
Mitosegiften. 

Wir haben uns nun der Darstellung von Analogen zugewandt, 
die in ihrem Aufbau der Formuherung des N-Acetyleolchinolmethyl- 
athers nach Windaus entsprechen. In ‘dieser Formulerung 
(Formel XVI) ist in den Ringen A und B die Gruppierung des 
N-Acetylmescalins (XNVIT) enthalten. Die Prifung von Mescalin 
und Acetylmesealin in der Gewebekultur und am Ascitestumor 
ergab keinen Anhalt fur eime Mitosevergiftung dieser Stoffe. Zu 
einem Zeitpunkt, als man noch die Notwendigkeit der Acetylgruppe 
an der Aminogruppe fiir die Mitosegiftwirkung annehmen muBte, 
haben wir weitere N-Acylderivate des Mescalins dargestellt und 
gepruft, in der Krwartung, da8 mdodglicherweise mit steigender 
Molekilgréfe eine Mitosegiftwirkung zum Vorschein kommen 
kénnte. So haben wir das N-Propionyl-, N-Butyryl-, N-[sovaleryl- 
und N-Benzoylmescalin dargestellt, aber keiner dieser Stoffe zeigte 
zellteilungshemmende Wirkung. Aus dem Molekul des N-Acetyl- 
colchinolmethylathers lat sich aus den Ringen C und B das 
N-Acetyl-«-(p-methoxyphenyl)-aithylamin (Formel XVITI) heraus- 
schneiden. Aber ebensowenig wie das N-Acetylmescalin erwies sich 
dieser Stoff als Mitosegift. Das entsprechende freie Amin heB in 
der Gewebekultur vakuolisierende Wirkung erkennen. 

Als Analoges der Windausschen Formuherung des N-Acetyl- 
colchinolmethylathers (XVI) wurde das «-(p-Methoxyphenyl- 
B-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-athylamin (Hormel XIX) in Frage 
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kommen. Derartige «, B-Diphenylathylamine sind von Bb. Reichert 
und W. Hoffmann*4) auf folgendem Wege dargestellt worden. 
Phenylnitromethan wird mit emem aromatischen Aldehyd = zu 
emem a-Nitrostyrolderivat kondensiert, und dieser Stoff durch 
Hydrierung in das Oxim des substituierten Desoxybenzoins wber- 
gefuhrt und durch weitere Hydrierung in das Amin verwandelt, 
aus dem das N-Acetylderivat dargestellt werden kann. 
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Durch die Beendigung seines Urlaubs war es dem einen von 
uns (F.) nicht mehr méglhich, die vollstandige Bearbeitung aller 
Moglichkeiten von Analogen durchzufiihren. Von diesem Stoff- 
typus wurden aber hergestellt: das Diphenylathylamin und sem 
N-Acetylderivat, das «-Phenyl- f-(p-methoxyphenyl) -athylamin 
(Formel XX) und sein N-Acetylderivat, das «-Phenyl-£-(3, 4-di- 
methoxyphenyl)-athylamin und sein N-Acetylderivat und das 
a-Phenyl-B-(3, 4, 5-trimethoxyphenyl)-athylamin und sein N-Acetyl- 
derivat; weiter wurde das fiir weitere Versuche wichtige 
3',4',5',4-Tetramethoxy-7-nitrostilben dargestellt. 

Erst nachdem Fernholz seine Arbeit abgeschlossen hatte, 
machten wir die Feststellung, daB das «-Phenyl-f-(p-methoxy- 
phenyl)-athylamin in der Gewebekultur an Hithnerherzfibroblasten 
Mitosegiftwirkung in Dosen von 4 y/cem zeigt, und haben dieses 
Ergebnis unter der Bezeichnung ,,Kin eimfaches Mitosegift’’ kurz 
publiziert®5). Dieser Stoff zeigt noch eine gewisse Verwandtschaft 
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mit dem Colchicin und ist zugleich der einfachste Stoff von diesem 
Bautyp, der noch eine Mitosegiftwirkung zeigt. Das «, B-Diphenyl- 
ithylamin ist als Mitosegift unwirksam, ebenso das Mescalin oder 
Hordenin. Das p-Methoxybenzhydrylamin (Formel X XJ) ist eben- 
falls unwirksam, d.h. man kann aus diesem Muitosegift keine 
Gruppierung mehr entfernen, ohne daB diese Wirkung verloren 
geht; es ist also das einfachste Mitosegift, das sich vom Colchicintyp 
ableitet. Zugleich ist aus der Gegeniiberstellung des wirksamen 
a-Phenvyl-f-(p-methoxyphenyl)-ithylamins gegen die unwirksamen 
Stoffe «-Phenyl-y-(p-methoxyphenyl)-propylamin (Formel XXII) 
und p-Methoxybenzhydrylamin abzuleiten, daB fiir die Mitosegift- 
wirkung die Gruppierung Benzolkern mit —-OCH,-Gruppe—Kohlen- 
stoff-Kohlenstoff-Stickstoff notwendig ist, die danach auch im 
Molekul des Colechicins vorhanden sein mub, 


H H 
~ /C=0 NO ~ ,C, NO, 
i H.C” 2 1 SS \e7 
5 ~ KO | 
H,CO“ 7 a™ H,CO” \7# . 
| | 
be SY y) 
H, H, ” 
ON \Casit—O8 A SGN, 
H,cO”7 S~ a H,CO% S~ 
J XX J 
H NH, H NH, 
a H, Hy hag 
O~/\~ 2™~ a6 _ oe 
ot tk | a. 
H,CO“% “~~ XxI S77 H,CO% S~ XXII ae 


Die Abhangigkeit der Mitosegiftwirkung in diesem Typ der 
Diphenylathylamine von der Zahl] und der Stellung der Methoxyl- 
gruppen soll nach AbschluB noch 1m Gang befindlicher Arbeiten 
zusammenfassend dargestellt werden. Die Auffindung der hier 
beschriebenen einfachen Substanz mit Mitosegiftwirkung hat sich 
inzwischen als sehr wertvoll fiir die weitere Untersuchung der 
Mitosegifte erwiesen; man kann sagen, da diese Substanz, die 
vom Colchicin ausgehend gefunden wurde, die cigentliche Schliissel- 
substanz ist, die verschiedene Typen von Mitosegiften miteinander 
verbindet. Von hier aus wurden bisher folgende Zusammenhange 
erschlossen: 
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1. Die Notwendigkeit der sympathicomimetischen Gruppierung 
Benzolkern—Kohlenstoff—Kohlenstoff-Stickstoff fiir die Mitosegift- 
wirkung. 

2. Hiervon ausgehend wurde gefunden, da Adrenalin in Form 
eines Umwandlungsproduktes eine Mitosegiftwirkung besitzt3). 

3. Dieses wirksame Umwandlungsprodukt des Adrenalins laBt 
sich wahrscheinlich von diesem Grundtyp ableiten (im Gang be- 
findliche Arbeiten). 

4. Unter den Alkaloiden, die wir auf ihre Mitosegiftwirkung 
gepruft haben, wurden vor allem solche untersucht, in denen die 
Gruppierung Benzolkern-C—C—N enthalten ist, und so im Narkotin 
das zweite Alkaloid mit Mitosegiftwirkung gefunden®*®), 

5. Ausgehend von dem Befund, da8 Narkotin als Tetrahydro- 
isochinolinderivat eine Mitosegiftwirkung besitzt, wurden andere 
Derivate dieses Ringsystems untersucht und in 3-Phenyltetrahydro- 
isochinolinderivaten wieder wirksame Stoffe gefunden’). 

6. Die Auffassung der Diphenyléthylamine als Ammoniak- 
additionsprodukte an Stilbene fiihrte zur Feststellung der Mitose- 
eiftwirkung von hohen Dosen Diathylstilbéstrol und weiter des 
Ostradiols8), 

7. Vom Ostradiol ausgehend wurde die Untersuchung der 
7-Aminoderivate des Ostrons begonnen??). 


Dem Direktor des Geschwulstinstituts, Herrn Professor Dr. H. Cramer, 
sind wir fiir die stete Férderung unserer Arbeiten zu groBem Dank verpflichtet. 
Herrn Professor Dr. A. Windaus sowie der Firma E. Merck-Darmstadt haben 
wir fiir die freundliche Uberlassung von Colchicin fiir die Durchfiithrung dieser 
Untersuchung zu danken. Fiir ihre Hilfe bei der Auswertung der Substanzen 
an der Gewebekultur danken wir Fraulein Marianne Albrecht, fir Hilfe 
bei der Durchfiihrung der Tierversuche Fraulein E. Teske. 


Beschreibung der Versuche 


Die Darstellung der Colchicinderivate erfolgte nach den Vorschritten 
von Zeisel*4) und Windaus?>). 


N-Acetyl-jod-colchinol. Nach Windaus entsteht dieses Produkt 
aus Colchicein nach folgender Gleichung: 


C,,H,,0,N + 43 + 5NaOH = C,,H,,0,NJ + 3NaJ + Na,CO, + 3H,0. 


Folgende Vorschrift hat sich zur Darstellung des N-Acetyl-jod-colchinols am 
besten bewahrt: 

1 g Colchicein wurde in 10 ccm einer Lésung von | g Natriumhydroxyd 
in 100 com Wasser gelést. Unter Eiskiihlung wurde zu dieser Losung aus einer 
Birette die Auflésung von 2¢ Jod und 10g Kaliumjodid in 100 ccm Wasser 
langsam hinzugetropft. Sobald kein Jod mehr aufgenommen wurde, wurden 
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weitere LOccm der 1°/,igen Natronlauge hinzugegeben und die Jodzugabe 
fortgesetzt. Nachdem 60ccm der Natronlauge und 75cem Jodlésung ver- 
braucht waren, zeigte eine mit Salzsiure angesiiuerte Probe des Reaktions- 
gemischs keine Griinfarbung mit Eisenchlorid mehr. Dann wurde mit ver- 
diinnter Schwefelsiure angesiuert, iiberschiissiges Jod mit schwefliger Saure 
reduziert, der gelbliche Niederschlag abgesaugt und mit kaltem Wasser aus- 
gewaschen, Darauf wurde der Niederschlag auf dem Filter so lange mit wenig 
eiskaltem Methanol gewaschen, bis dieser sich nicht mehr farbte. Das Pro- 
dukt wurde aus Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute 0,7 ¢g vom Schmelzp, 228 
bis 229°, 


Umsetzung von Colchicein mit Diazomethan., 0,5¢ Colchicein wurden 
in 10cem Chloroform gelést und in eine atherische Diazomethanlésung (aus 
2,5ccm Nitrosomethylurethan bereitet) eingegossen. Nach Beendigung der 
sofort einsetzenden Stickstoffentwicklung wurde das Loésungsmittel ab- 
gedampft, der Riickstand mit 20ccm heiBem Wasser aufgenommen und 
filtriert. Die waBrige Lésung zeigte nach dem Ansiuern mit verdiinnter Salz- 
siure keine Grimfarbung mit Kisenchlorid. Die waBrige Lésung wurde mit 
Chloroform ausgeschiittelt und die Chloroformlésung nach dem Trocknen mit 
Natriumsulfat abgedampft, wobei eine amorphe gelbliche Substanz zuriick- 
bleibt. Es ist nicht gelungen, das Produkt aus Chloroformlésung in krystalli- 
sierter Form abzuscheiden. Das amorphe Produkt beginnt bei 130° zu schmelzen, 


1,003, 3,696 mg Subst.: 0,122 (22°, 769 mm), 0,112 (26°, 758 mm) cem Ng. 


C..H,;0,N Ber. N 3,51 Gef. N 3,57, 3,45. 


Umsetzung von Colchicein mit Diazoathan. In gleicher Art wurden 
0.5 ¢ Colechicein in 10 cem Chloroform mit atherischer Diazoithanl6sung (aus 
2.5ccem Nitrosoaithylurethan) umgesetzt und das Reaktionsprodukt in gleicher 
Art isoliert. Das amorphe, hellgelbe Reaktionsprodukt beginnt bei 110° zu 
schmelzen, 

4.273 mg Subst.: 0,119 ccm N, (25°, 774 mm). 


(.,H,-O,N Ber. N 3,39 Gef. N 3,26. 


Umsetzung von Colchicein mit Diazopropan und Diazobutan. Dir 
Losung von 0,5¢ Colchicein in 10 com Chloroform und 100 ccm Ather wurde mit 
2ccem Nitroso-n-propyl-urethan versetzt. Zu der Losung wurde 50°/,ige Kali- 
lauge zugetropft und das Gemisch einige Stunden stehen gelassen. Der Riick- 
stand der Ather-Chloroformlésung bildet ein amorphes Produkt, das: sich in 
Wasser schwerer lést und mit Kisenchloridlésung keine Farbung zeigt. Das 
Reaktionsprodukt beginnt ab 98° zu schmelzen. In gleicher Weise wurde 
durch Umsetzung mit Nitroso-n-butyl-urethan das n-Butyl-colchicein — er- 
halten. Hellyelbe, amorphe Substanz, die ab 90° zu schmelzen beginnt. 


Kupplung des N-Acetyl-colchinols mit p-Diazobenzolsulfosaure. 
O.le N-Acetyl-colchinol wurden in 2ccm 2 n-Natronlauge gelést und mit 0,06 ¢ 
p-Diazobenzolsulfosaure versetzt. Ks trat sofort eine tiefrote Farbung auf. Das 
Natriumsalz lief sich nicht aussalzen, Beim Ansauern fiel ein volumin6éser 
velber Niederschlag aus, der sich in viel Wasser mit gvelber Farbe léste. Bei 
Zusatz von Alkali trat wieder Rotfarbung auf. Das mittels verd. Salzsaure 
ausgefallte Reaktionsprodukt zersetzte sich beim Trocknen zu einer griin 
schwarzep Masse und konnte nicht umkrystallisiert werden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 27> & 
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Kupplung von N-Acetylcolchinol mit Anilindiazoniumsulfat. Zu 
einer Lésung von 0,1 g¢ N-Acetylcolchinol in 5cem 2n-Natronlauge wurde eine aus 
O.5g¢ Anilin bereite Diazoniumsalzlésung gegeben, Es trat sofort Rotférbung 
auf, die beim Ansiuern mit verd, Salzsiure nach Gelb umschlug, wobei ein 
velber Niederschlag ausfiel, der sich in Wasser wieder leicht léste. 


N-Acetyl-s-(p-methoxypheny])-;-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-propyl 
amin. Ig x-Cyano-x-(p-methoxypheny!)-/-(3.4,5-trimethoxyphenyl)-athylen 
[dargestellt nach Cook und Engel®')| wurden in dem Gemisch von 40 cem Kis- 
essig und leem konzentrierter Schwefelséure gel6st und bei Gegenwart von 
Platinoxyd mit Wasserstoff geschiittelt. Nach 3 Stunden war die Wasser- 
stoffaufnahme beendet. Die Lésung wurde vom Katalysator abfiltriert und 
mit 300 ecem Ather verdiinnt. Die itherische Lésung wurde nun mit kleinen 
Mengen Wasser ausgeschiittelt, bis eine Fraktion auf Zugabe von Lauge keine 
‘Tribune mehr zeigte. Unter Eiskiihlung wurden die vereinigten wabBrigen 
Ausziige mit 50 cem 15°/,iger Natronlauge versetzt und mit 5 ccm Essigsiiure- 
anhydrid geschiittelt. Das Reaktionsprodukt schied sich bald in fester Form 
aus und wurde nach dem Filtrieren, Waschen mit Wasser und 'Trocknen-aus 
Benzol—Petrolither umkrystallisiert. 0,5 ¢ feine NadeIn vom Schmelzp. 124 


bis 125°. Cook und Engel} geben den Schmelzp. 124,5—125,5°" an. 


N -Acetyl-«-(p-methoxyphenyl)-y-(3,4,5-trimethoxyphenyl -propyl 
amin. 3,4,5,4’-Tetramethoxychalkon: 9,8¢ 3,4,5-Trimethoxybenzaldehyd und 
7.52 p-Methoxy-acetophenon wurden zusammen in 30 ccm abs. Alkohol geloést 
und mit 10 cem einer 10°/,igen Natriummethylatlésung versetzt. Nach ein- 
tigigem Stehen im Kisschrank wurde das gelbe, krystalline Reaktionsprodukt 
abfiltriert und aus Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 134°. Ausbeute 12 ¢. 


4.902 me Subst.: 12,510 me CO,, 2,690 mg H,O. 


C19H.O; Ber. C 69,51 H 6,10 Gef. C 69.64 H 614. 


3,4,5,4'-Tetra met hoxydih ydroc halkon. 4¢ 3,4,5, 4’-'Tetramethoxy- 
chalkon wurden in 25 cem Alkohol gelést und nach Zusatz von 25 cem Hisessiv 
bel Gegenwart von Platinschwarz bei Zimmertemperatur mit Wasserstoff 
seschiittelt. Nach einer Stunde war die Lésung farblos, wobei etwas mehr 
Wasserstoff als berechnet aufgenommen war, Die essigsaure L6sung wurde 
im Vakuum eingedampft und der Riickstand mit wenig heiBem Alkohol aut- 
venommen, Nach Zugabe von Wasser krystallisierte beim Abkiihlen das Di- 
hydrochalkon in farblosen Nadeln aus. Nach Umkrystallisieren aus Alkoho! 
Wasser zeigte das Produkt den Schmelzp: 98% Ausbeute: 4 ¢. 





Oxim des 3,4,5,4’-Tetramethoxydihydrochalkons. 4¢ Dihydro- 
chalkon wurden in 50 ccm Alkohol gelést und nach Zugabe der Lésungen von 
3.¢ Hydroxylaminhydrochlorid in 6 cem Wasser und von 5 ¢ Kaliumhydroxyd 
in Scem Wasser 3 Stunden auf dem Wasserbade gekocht. Die Losung wurde 
nach dem Abkithlen mit verd. Schwefelsiure schwach angesauert und das 
ausgeschiedene Oxim aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 102°. 


N-Acetyl-«-(p-methoxyphenyl)-y-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-propyl 
amin. 3¢ Oxim wurden in 20 cem Alkohol und 15 cem Eisessig gelést. Die 
Losung wurde unter Schitteln nach und nach mit 240 ¢ 4°/,igem Natrium- 
amaleam versetzt. Die noch saure Lésung wurde nach dem Verdiinnen mit 











| 
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Wasser ausveidthert, dann alkalisch gemacht und das Amin in Ather auf- 
senommen,. Die itherische Lésung wurde iiber Natriumcarbonat getrocknet 
und anschlieBend das Amin durch Einleiten von Chlorwasserstoffgas als Hydro- 
chlorid gefallt. 1 ¢ Hydrochlorid wurden in 20 ccm Wasser gelést, mit 40 ecm 
15° iver Natronlauge versetzt und mit 10 ccm Essigsiureanhydrid geschiittelt, 
Das in fester Form ausgeschiedene Reaktionsprodukt wurde aus Benzol 

Petrolither umkrystallisiert. Feine Nadein vom Schmelzp. 88°. Ausbeute: 0.5 g. 


1.252 me Subst.: 10,535 mg CO,, 2.810 me H,O. — 3.951 mg Subst.: 
0,129 cem N, (20°, 746 mm). 
Cre ete Oak Ber. C 67,56 H 7,24 N 2,08 


Get. .. Gi oy FRU ge ed 


N - Acetyl -«- phenyl - y- (3, 4,5 - trimethoxyphenyl) - propylamin. 
3.4.5-Trimethoxychalkon: 9.8 ¢ Trimethoxybenzaldehyd wurden zusammen 
mit 6@ Acetophenon in 30 ccm absol. Alkohol gelést, und diese Lésung wurde 
mit LO com einer LO° jig. Natriummethylatlésung versetzt. Nach 24stiindigem 
Stehen im Eisschrank hatten sich Krystalle abgeschieden, die filtriert und 
aus Alkohol umkrystallisiert wurden. Die helvelben Krystalle schmelzen bei 
137°, Ausbeute: 12 ¢. 


t.864 mg Subst.: 12,915 mg CO,, 2,650 mg H,O. 
C..8,.0i Ber. © 72.48  H 6,04 Gef. C 72,46 H 6,10. 


Das Chalkon wurde, wie oben beschrieben, in das Dihydrochalkon tiber- 
ecfihrt und dessen Oxim in gleicher Weise dargestellt. 2 ¢ Oxim des 3,4,5-Tri- 
methoxydihydrochalkons wurden in 1l5ccem Alkohol und lO ccm Eisessig ge- 
host und zu dicser Losung 200¢ 4°/,iges Natriumamalgam in kleinen Por- 
tionen vegeben. Die Lésung wurde mit Wasser verdiinnt, ausveithert, dann 
alkalisch gemacht und das Amin in Ather aufgenommen. Die atherische 
Losung wurde uber Natriumcarbonat getrocknet und das Amin durch Einleiten 
von Chlorwasserstoffgas als Hydrochlorid gefallt. Ausbeute 0,6¢ Hydro- 
chlorid, 0,5 ¢ des Hydrochlorids wurden in 10 cem Wasser gelést, mit 30 com 
15° jpiver Natronlauge versetzt und mit 9ccm Kssigsiureanhydrid geschittelt. 
Das Reaktionsprodukt wurde aus Benzol-Petrolither umkrystallisiert und 
schmolz bei 137—138°. Ausbeute 0.3 g. 


1.744 me Subst.: 12,220 me CO,. 3.100 mv H.O. 3.454 me Subst.: 
O.128 cem N, (27°, 758 mm). 
Cap klesO0,N Ber. € 70,26 em 7.ac N 4.08 
(jer. «, O38 Toa! 23. 


N Acetyl-u-\p-methoxyphenyl)- 7 (3,4. dimethoxyphenyl)-propyl- 
amin. 3,4.4’-Trimethoxychalkon wurde in 3,4,4’-Ti imethox ydih ydrochalkon®! ) 
ubergefi 


ahrt und dessen Oxim in gleicher, wie zuvor beschricbener Weise redu- 
ert und das Amin acetvliert. 
Aus Benzol-Petrolather oder Alkohol- Wasser feine Nadeln vom Schmelz- 


UliKt Le. 


5.115me Subst.: 13.150 me €O,. 3.480 me HO £505 me Subst 
0.137 cem N, (17.5°, 761 mm 
Cag htas OD Ber. © 70,26 H 7.32 N 4,08 
{ r¢ TOV5 | 77 3 yes 
13 
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N-Acetyl-«-phenyl-y-(3,4-dimethoxyphenyl)-propylamin. 3,4-Di- 
methoxychalkon wurde in das Dihydrochalkon?!) iibergefiihrt und dessen 
Oxim in der gleichen Weise wie zuvor beschrieben reduziert und das Amin 
acetyliert, 

Aus Benzol—Petrolither feine Nadeln vom Schmelzp, 122°. 


4,444 mg Subst.: 11,90 mg CO,, 2,97 mg H,O. — 3,736 mg Subst.: 
0.149 cem N, (24°, 759 mm). 
CigH.305N Ber. C 72,84 H 7,35 N 4,47 
Gel... 73,06 5 7,48 5, 4,58. 


N-Acetyl-«-phenyl-y-(p-methoxyphenyl)-propylamin. Das Dihydro- 
derivat des 4-Methoxychalkons*?) wurde in das Oxim itibergefiihrt und in 
gleicher Weise, wie oben beschrieben, reduziert und das Amin acetyliert. 
Aus Benzol—Petrolither feine Nadeln vom Schmelzp. 117°. 


5,214 mg Subst.: 14,645 mg CO,, 3,540 mg H,O. — 3,633 mg Subst.: 
0,156 ccm N, (23,5°, 769 mm). 
C,3.H..O.N Ber. C 76,33 H 7,42 N 4.95 
Gef.  ,, 76.64 H 7,60 55 O0Z. 


N-Acetyl-a-(p-methoxypheny]) - y-(p-methoxyphenyl)-propylamin. 
4,4’-Dimethoxychalkon wurde in das Dihydroderivat iibergefiihrt*?) und dessen 
Oxim reduziert und das Amin acetyliert. 

Aus Benzol—Petrolather feine Nadeln vom Schmelzp, 114°. 


5,448 mg Subst.: 14,570 mg CO,, 3,620 mg H,O. — 4,692 mg Subst.: 
0,147 com Ny, (24°, 769 mm). 
CigHg03N Ber. © 72,84 H7,35 WN 4,47 
Get. + 12,08 7,44 »» 4,63. 


N-Acetyl-a«-(p-methoxyphenyl)-y-phenyl-propylamin. In analoger 
Reaktionsfolge aus 4’-Methoxychalkon*?). Aus Benzol—Petrolather Nadeln 
vom Schmelzp. 115—117°. 





4.105 mg Subst.: 0,173 com N, (25,5°, 754 mm). 
C,.H,,O,N Ber. N 4,94 Gef. N 4,78. 
N - Acetyl -«,y-diphenyl-propylamin. Benzalacetophenon wurde 


hydriert und das Oxim des Hydrierungsproduktes wie oben reduziert und das 
Amin [Henrich, Liebigs Ann. 351, 179 (1906)| acetyliert. Aus Benzol-Petrol- 
ather Nadeln vom Schmelzp. 88—89°. 


2,950 mg Subst.: 0,189 com N, (25°, 762 mm). 
C.H,OH Ber. N 5,53 Get. 5,42. 


N-Acetylmescalin. 0,5 ¢ Mescalinsulfat wurden in 10 cem Wasser 
velést, mit 30 ccm 15°/,iger Natronlauge versetzt und mit 3ccm Essigsaure- 
anhydrid geschiittelt. Das Reaktionsprodukt ballte sich bald zusammen und 
erstarrte. Aus Benzol—Petrolaither farblose Nadeln vom Schmelzp. 91—92°, 
Spath und Bruck*’) geben den Schmelzp. 983—94° an. Ausbeute 0,2 ¢ 


I~ Be 


4.543 me Subst.: 0,218 cem N, (23,5°, 763 mm). 


C,H yO,N Ber. N 5.53 (ret, N 5.54. 
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N-Propionylmescalin. 0.5¢ Mescalinsulfat. in 10 cem Wasser gelost, 
wurden mit 30 cem Natronlauge (15°/,ig) und mit 4 cem Propionsadureanhydrid 
geschiittelt. Das bald erstarrende Reaktionsprodukt wurde aus Benzol 
Petrolather umkrystallisiert. Schmelzp. 79°. Ausbeute 0.3 ¢. 


4.226 me Subst.: 0.194 cem N, (25°, 763 mm). 


me) ] 
C,4H,,0,N Ber. N 5,24 Gef. N 5,28. 
N-n-Butyrylmescalin. Kine Lésung von 0,5 ¢ Mescalinsulfat 


l0cem Wasser wurde mit 30cem 15°/jiger Natronlauge versetzt und 
4cecm Buttersiureanhydrid geschiittelt. 


in 
mit 
Das Reaktionsprodukt wurde aus 
Benzol-Petrolather umkrystallisiert und bildet Nadeln vom Schmelzp. 8O0—S81°. 
3.644 mg Subst.: 0,158 ccm N, (25°, 763 mm). 
C,,H.,0,N Ber. N 4.98 Gef, N 4,99. 


N-Isovalerylmescalin. Hine Loésung von 0,5 


« Mescalinsulfat in 
lOcem Wasser wurde mit 30 ccm 15°/,iger Natronlauge versetzt und mit 


3 ¢em fsovalerylchlorid ceschittelt. Das Keaktionsprodukt wurde aus Benzol 
Petrolather umkrystallisiert und bildet Nadeln vom Schmelzp. 1042, 
4.145 mg Subst.: O,168 com N, (24°, 763 mm). 
C,,H..-0O,N Ber. N 4,75 Gef. N 4,67. 


N-Acetyl-«-(p-methoxyphenyl)-athylamin. 2¢ «-(p-Methoxyphenyl)- 
ithyvlaminhydrochlorid, das nach Rosenmund**) aus p-Methoxyacetophenon 
dargestellt wurde, wurden in 15cem Wasser gelést, mit 50 ccm = 15°/,iger 
Natronlauge versetzt und mit LO ccm Essigsiureanhydrid geschiittelt. Das 
Reaktionsprodukt ballte sich bald zusammen und erstarrte. 


Benzol-Petrolather umkrystallisiert und schmolz bei 74—75°, 


Ks wurde aus 


3,131 mg Subst.: 0,197 cem N, (27°, 735 mm). 


OFn: oe YN Ber. N i eas (ref. N 6.93. 
«-Phenyl-5-(p-methoxyphenyl)-athylamin. Piceses Amin wurde von 


Reichert und Hoffmann) durch katalytische Hydrierung des 4’-Methoxy- 
7-nitrostilbens mit Palladium —Tierkohle zum Oxim und weitere Reduktion des 
Oxims mit Natriumamalgam erhalten. Die Reduktion des 4’-Methoxy-7- 
nitrostilbens zum Oxim kann auch mit Zinkstaub in Alkohol-Eisessig durch- 
velihrt werden. Das Oxim haben wir auch durch katalytische Hydrierung 
in das Oxim verwandelt, 


2e 4’-Methoxy-7-nitrostilben*®) wurden mit 2¢ Zinkstaub innig ge- 
mischt und in ein geriihrtes Gemisch von 60ccm Alkohol und 30 ccm. Eis- 
essig langsam eingetragen. Bis zur vollstandigen [ntfarbung der Lésung 
wurden kleine Mengen Zinkstaub hinzuvegeben. Der Zinkschlamm 
dann abfiltriert und mit Alkohol ausgewaschen, 


‘Triibung mit Wasser versetzt und ausveathert. 


wurde 
Das Filtrat wurde bis zur 
Die atherische L6sung wurde 
mit Sodalosuny gewaschen und mit wasserfrciem Natriumsulfat getrocknet. 
Der Riickstand der atherischen Losung krystallisierte und wurde aus Alkohol 
Wasser umkrystallisiert. Ausbeute 1,5 ¢ Oxim. 

Reichert und Koch*®) reduzierten das Oxim des 2,4-Dimethoxy- 
phenylacetaldehyds in alkoholischer Loésung bei Gegenwart von Oxalsaure 
und Platinoxyd zum entsprechenden Amin. In gleicher Weise lie sich das 
hier beschricbene Oxim reduzieren, 








JOS Hans Lettré und Hans Fernholz, 


L5¢ Oxim wurden zusammen mit 0.6¢ Oxalsaiure in locem Alkohol 
gelost. und mit 0,02¢ Platinoxyd als Katalysator bei Zimmertemperatut 
hydriert. Nach 10—12 Stunden kam die Wasserstoffaufnahme zum Stillstand. 
Die alkoholische Lésung wurde dann mit einem UberschuB von Ather versctzt, 
wobei sich eine farblose Substanz abschied, die nach dem Umkrystallisieren 
aus Alkohol bei 197° schmolz. Die Analyse zeigt, daB sie das neutrale Oxalat 
des x-Phenyl-)-(p-methoxyphenyl)-ithyvlamins darstellt, Ausbeute 0,5 g. 


5.353 mg Subst.: 13,855 mg CO,, 3,210 mg H,O. — 3,848 mg Subst. 
0,160 com N, (24.59, 757 mm). 
CsakhggOgine Ber. © 70.57 H 6.62 N 5,15 
Gef. .. 70,63 i ee 5 tO 


0.5 ¢ des Oxalats wurden in 10 cem Wasser geldst, mit 380 cem 15°/ ives 
Natronlauge versetzt und mit 6 ccm Essigsiureanhydrid geschiittelt. Das sich 
abscheidende, erstarrte Produkt wurde aus Benzol-Petrolather umkrystalh- 


siert und schmolz bet 150°. Ausbeute 0.2 2 





5.326 mg Subst.: 14.680 mg CO,, 3,440 me H,O. 3.240 mg Subst.: 
C.147 ccm Ny, (24.5°, 749 mm). 
C1,5 gE Ber. C 75,84 H 7,06 N 9,20 
Get, «. 4,45 40 3 Dee 


Durch Reduktion des Oxims mit Natriumamalgam in Alkohol-Fisessic 
und Acetylierung des Aminhydrochlorids wurde das gleiche Produkt erhalten 


N-Acetyl-«-phenyl-3-(3,4-dimethoxyphenyl)-athylamin. Reichert 
und Hoffmann**) erhielten das Amin durch katalytische Hydrierung des 
3’,4’-Dimethoxy-7-nitrostilbens mit Palladium—Tierkohle zum Oxim, dessen 
weitere Reduktion mit Natriumamaligam zum Amin fibrte. 

2 ¢ 3’.4’-Dimethoxy-7-nitrostilben?®) wurden mit 2 ¢ Zinkstaub gemischt 
und nach und nach in ein serials Gemisch von 60 cem Alkohol und 30 ccm 
Kisessig eingetragen. Kleinere Mengen Zinkstaub wurden noch hinzugefiiet, 
bis die Losung farblos war. Die Lésung wurde filtriert, der Riickstand mit 
Alkohol ausgewaschen, das Filtrat mit Wasser verdinnt und ausgeathert. 
Die atherische Lésung wurde mit SodalOsunyg gewaschen, mit Natriumsuliat 
vetrocknet und abgedampft. Der Riickstand wurde in 20 com Alkohol und 
10 cem Eisessig gelést und nach und nach mit 200 ¢ 4°/,igen Natriumamalgams 
versetzt. Die essigsaure Losung wurde mit Wasser verdiimnt, ausgeithert, 
dann stark alkalisch gemacht und wieder ausgeathert. Die atherische Losung 
wurde iiber Natriumcarbonat getrocknet und das Amin durch Einleiten von 
Chlorwasserstoffgas als Hvdrochlorid gefallt. 0.2 ¢ des Hydrochlorids wurden 
in l0ccm Wasser gelést, mit 20 ccem 15°/,iger Natronlauge versetzt und mit 
6ecem Essivsiureanhyvdrid veschittelt. Nach dem = Umkrystallisiercn aus 


oe ee ee ee —— eS 


Benzol-Petrolather schmolz das Acetyiderivat ber 143-—-144°, 
3.997 ine Subst.: 10,545 me CO,, 2.440 me H,O. 2.968 me Subst 
0.128 com N, (25°, 769 mm). 
C gta, O,N Ber, © 72,24 H 7,02 N 4.68 
(ref, 71.09 +» fee 5 aU. 





N-Ac ict «-pheny!-;-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-athylamin. Das frei 


4 i> “ ? ’ ; 
Amrit und el! bore Derivate wurde Nnvon hele he rtund Hofim: V1)7) 34) largestelit. 


‘ 

















Beitrag zur Beziehung zwischen der Mitosegiftwirkung usw. 199 
Die Darstellung wurde wie vorstehend aus 3/,47,5’-Trimethoxy-7-nitro- 
stilben durchgefihrt. 
Das Acetvylderivat krystallisiert aus Benzol- Petroliather in Nadeln vom 


Schmelzp. 153—154°. 


3.707 mg Subst.: 9,450 mg CO,. 2.320 mg H,O. 2.660 me Subst.: 
0,092 cem Ng, (24,5°, 774 mm). 
Cygktgg0iN Ber. C 69,30 H 6.99 N 4,26 
Gef. ., 69,55 5 Tere . 4,05. 


3,,4’,5’,4-Tetramethoxy-7-nitro-stilben. p-Methoxyphenylnitromethan 
wurde nach Meisenheimer*’) hergestelt. 2 ¢ 3,4,5-Trimethoxybenzaldehyd 
und 1,8 ¢ p-Methoxyphenylnitromethan wurden in 8cem Alkohol gelést und 
mit 0.05 g¢ Methylaminhydrochlorid und 0,02 g Natriumcabonat versetzt. 
Das Reaktionsgemisch wurde 2 Tage im Hisschrank aufbewahrt und dann das 
ausgeschiedene gelbe Reaktionsprodukt abfiltriert und aus Alkohol um- 
krystallisiert. Schmelzp. 137°. Ausbeute 2 ¢. 

Aus dem Filtrat des Reaktionsansatzes krystallisierte nach eimigem 


Stehen noch etwas des Produktes aus, 


£289 me Subst.: 9.865 mg CO,, 2.110 me H,O. 3.382 me Subst.: 
0,113 cem N, (25°, 774 mm). 
ChaktnON Ber. C 62,61 H 5,5) N 4,03 
Get, ., 62,76 (> Ope N 3,91. 


}) Methoxybenzhvdryl bmin wurde nach Hantzasch und Kraft‘) 
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wHenonune der Zellteilunge durch Gstrogene Paktorens. (Seite 20] 











Hemmung der Zellteilung durch éstrogene Faktoren °) 


Von 
Hans Lettré. 


Mit 4 Figuren auf Tafel | 


(Aus der chem. Abteilung des Allgemeinen Instituts gegen die Geschwualstkrankheiten 
im Rudolf Virchow-Krankenhaus Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Scptember 1942) 


Durch Untersuchungen am Colchicin (formel J) ist die Fest- 
stellung gemacht worden, daB das «-Phenyl-,?-(p-imethoxyphenyl)- 
‘ithylamin (Hormel II) das einfachste Mitosegift mit struktureller 
Beziehung zum Colchicin ist!). Wir kénnen uns diesen Stoff 
aber auch als ein p-Methoxystilben (Formel III) vorstellen, an 
dessen Doppelbindung Ammoniak addiert ist (Hormel IV). Stilbene 
mit freien Hydroxylgruppen haben durch ihre éstrogene Wirksam- 
keit in der letzten Zeit grobe Bedeutung erlangt*). Vom Stilb- 
Ostrol (Formel V) wiirde sich durch Ammoniakaddition das @,-Di- 
p-oxyphenyl)-iithylamin (Formel VJ) ableiten, dessen Dimethyl- 
‘ither inzwischen von uns dargestellt und als wirksames Mitose- 
gift betunden wurde. Von dem wirksamsten synthetischen dstro- 
genen Faktor, dem Diiithylstilbéstrol (Formel VII), wiirde sich das 
Derivuat VIII ableiten. Die Darstellung solcher Stofle erscheint 
von Interesse, da médglicherweise, so wie die éstrogene Wirksam- 
keit vom Stilbéstrol zum Diiithylstilbéstrol stark zunimmt, auch 
bei den Aminen eine Erhéhung der Wirksamkeit als Mitosevifte 
erwartet werden kann. 

Durch diese Zusammenhiinge wurde ich dazu gefihrt, die 
Wirkung des Diithylstilbéstrols selbst aut in vitro geziichtete 
Zellen zu untersuchen. Zu meiner groBen Uberraschung zeigte 
das Diithylstilbéstrol an Hiihnerherzfibroblasten in der Dosis von 
100 7 ccm eine eindeutige Mitosegiftwirkung, die in ihrem Bild 
der des Colchicins gleicht (vgl. Fig. 1 auf Tafel I). In noch 


Hieruber wurde schon wiihrend der Mitteldeutschen Vortragsveran 
staltung des Vereins Deutscher Chemiker in Kassel am 20. VI. 1942. vor- 


vetragen {vel. Die Chemie 55, 265 (1042). 
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hdheren Dosen (150—200 y/ccm) ist das Wachstum der Kulturen i | 
ganz unterbunden. In den Dosen von 100 bis zu 40 y/ecm ab- | 
steigend ist die Mitosegiftwirkung noch vorhanden, kleinere Dosen. | 
25, 20 und 10y/ccm zeigen diesen Effekt nicht mehr. | 
. | 
H, OF, Hi, H i | 
a ae ee ae POL a 1 
ie A eR 3 ‘C—NH, | 
8 i i ho" SS ES 
H.CO 
: C COO, | 
U i [fl «-Phenyl-9-(p-methoxy 1 
[ Colehiein phenyl)-athylamin 
H HC 
oN } + N Hy, > ZA 3 Cy I] : be at 
C , ae 
a Hi 
H,.CO“ \“~ HCO" NU, 
Mtl = p-Methoxystilben [V 1] 
Bom ; (otf 
H H, 
Pa J re S +NH, m Zw et NZ 
Lot OH em 
HO*7 ~~ HO’ * NH, 
Vo Stilbéstro! V1 
a Bo a 708 
e C +N © 
i ( t ie CZ 
=~ | NH, 
HO’ S JOH, HO : CH, | 
CH, CH, | 
VIL Ditithyl-stilbdstroi Vil 


Vou dieser Ifeststellung aus lag es nahe, die Wirkung des 
natiirlichen dstrogenen Hormons, des Ostradiols, zu wntersuchen. 
Ich hatte schon frither Versuche mit Follikelhormonpriiparaten 
durchgefiihrt, dabei aber keine Wirkung auf Hiithnerherztibro- 
blasten gesehen. Der Grund dafir ist darin zu sehen, daB man 
das Ostradiol selbst (ebenso Ostron, Equilenin und Kquilin) nicht 
in ausreichender Konzentration in wiiBriger Lésung halten kann | 
and bei der Verwendung von Emulsionen oder Aufschwemmungen | 














Hemmung der Zellteilung dureh 6strogene Faktoren 2O3 
keine Gewiihr dafiir hat, daB der Stotf wirklich mit der Zelle in 
Berithrung kommt und in diese eindringt. Beim Diiithylstilb- 
ostrol 1aBt sich diese Schwierigkeit umgehen, da dieses als Alkali- 
salz in Lésung gebracht werden kann. Durch die Verwendung 
des Dinatriumsalzes der Ostradiolphosphorsiiure*) liBt sich das 
Ostradiol in solchen Konzentrationen in Lisung bringen, die den 
KXtfekt der Mitosegiftwirkung auch bei diesem Stott nachzuweisen 
gestatten. In der Fig. 2 sind Hihnerherzfibroblasten in Gegen- 
wart von 80 y7/ccm Dinatrium-déstradiol-phosphat wiedergegeben. 
Auch hier erkennt man deutlich die Hiutung der in der Tei- 
lungsphase betindlichen Zellen. In Fig. 3 und 4 sind einander 
eine normale Kultur von Hiihnerherztibroblasten und eine bei 
(regenwart von 80 y/ccm Dinatrium-éstradiol-phosphat gegentiber- 
gestellt. Mengen iiber 1007/ccm verhindern das Wachstum der 
Kulturen weitgehend, Mengen unter 60 7/cem sind ohne Wirkung. 
Im Dinatrium-éstradiol-phosphat sind etwa 70°), Ostradiol ent- 
halten. Die untere Wirkungsgrenze von 60 y/ccem_ entspricht 
daher 40 y/ecm Ostradiol und deckt sich mit der fiir das Diithyl- 
stilbostrol gefundenen. 

Diese hier angefithrten Versuche beriihren sich onit Unter- 
suchungen von W. von Moellendortft’), in denen Mitosestérungen 
durch Geschlechtshormone und cancerogene NWohlenwasserstofte 
heschrieben werden. Unter der Wirkung von Testosteron, Benz- 
pyren. Ostron und Methylcholanthren werden Chromosomen- 


absprengungen festgestellt, die diese Stoffe in Mengen bedingen, | 


mit denen die Kernteilung noch nicht gestért ist. Die Unter- 
suchung solcher Veriinderungen hegt auBerhalb meines Arbeits- 
programms, fiir das sich folgende Problemstellungen ergeben: 


Bei der Feststellung, da® Adrenalin in Form eines Oxy- 


dationsproduktes eine Mitosegiftwirkung entfaltet*) hatte ich darauf 


hingewiesen, dab hier ein Fall der von mir angenommenen korper- 
eigenen Mitosevifte®) voriegen kénne. Die Voraussetzung hierfiir 
ist, daB dieses Umwandlungsprodukt in solchen Mengen wirksam 
ist, die physiologisch moglich erscheinen. Unsere bisherigen Unter- 
suchungen iiber das als Mitosegift wirksame Umwandlungsprodukt 
des Adrenalins haben es wahrscheinlich gemacht, dab dieses 
wirksame Produkt nur eimen Bruchteil der gesamten vorhandenen 
Menge Adrenalin ausmacht. so daB in diesem Falle die Wirkung 


Fir die Uberlassung dieses Priparats habe ich der Schering A.-G. 
































© er 
4 








O04 H. Lettre, 


des Hormonumwandlungsprodukts als kérpereigenes Mitosegitt 
denkbar wire. Das Adrenalin rechnen wir zu der Gruppe von 
Hormonen, die sich von den Kiweifbausteinen, den @-Aminosiuren, 
ableiten. So bemerkenswert es nun ist, dab mit der Feststellung 
der Mitosegiftwirkung des Ostradiols auch ein Hormon der 
Steroidgruppe in den Kreis der Substanzen einbezogen ist, die 
fir die von mir angenommenen koirpereigenen Mitosegifte in 
Frage kommen, so liegen hier die Verhiltnisse quantitativ doch 
anders als im Falle des Adrenalins. Die fiir die Mitosegift- 
wirkung notwendige Menge yon um 50 7/ccm stellt das 30000 fache 
der Ostrogen wirksamen Menge (0,033 y pro Maus von 20g) dar. 
Es ist unwahrscheinlich, da& Ostradiol in diesen hohen Dosen 
an einer physiologischen Wachstumsregulation beteiligt sein soll. 
Es liegt niher — im Sinne der Schultz-Arndtschen Regel: 
kleine Dosen reizen und férdern, grobe hemmen und heben auf — 
anzunehmen, daB die éstrogene, d.h. wachstumsanregende Wirkung 
des Follikelhormons mit der steigenden Dosis in ihr Gegenteil 
umschliet. Kine Parallele Iierzu ist darin zu sehen, dab 
H. Cramer und H. Brodersen®) bei leukopenischen Zustiinden 
durch Gabe von Follikelhormon die Bildung von Leukocyten 
anregen konnten, wihrend andererseits durch chronische Gaben 
von hohen Dosen Follikelhormon’) oder Diiithylstilbéstrol’) am 
Hunde eine Hemmung des blutbildenden Systems beobachtet wurde. 

Die Voraussetzung fiir die Richtigkeit der Annahme einer 
Umkehr der Wirkung der éstrogenen Faktoren wire die Spezifitiit 
der Erscheinung, d.h. sie miibte mit der 6strogenen Wirksamkeit 
parallel laufen, so dab ihnlch gebaute, aber schwiicher éstrogen 
wirksame- Stoffe den Effekt der Mitosegiftwirkung nicht oder 
schwicher zeigen sollten. Schwierig ist es auszuschlieBen, dak 
nicht in diesem Falle auch nur Umwandlungsprodukte der dstro- 
genen Faktoren und nicht diese selbst die Mitosegiftwirkung be- 
sitzen. Der Ubergang des Diiithylstilbiéstrols durch Addition von 
Ammoniak in die Verbindung VIII wire in Analogie zum Uber- 
gang Fumarsiiure in Asparaginsiure als zellméglich anzusehen. 
Im Falle des Ostradiols miBten wir annehmen, daf ein Stoff 
vom ‘l'yp des Equilins (Formel LX), das wir als ein Umwandlungs- 
produkt des Ostradiols ansehen, durch Ammoniakaddition in 
7- oder S-Aminoderivate des Ostrons (Formel X und XI) iiber- 
ginge. In diesen Stofien wiirde sich die Aminogruppe durch zwei 
Kohlenstoffatome von dem aromatischen Ring des Ostrons  ge- 
trennt befinden und so die Gruppierung yorliegen, die fiir die 
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Mitosegiftwirkung als notwendig erkannt wurde!). Die Verbindung XI 
wiirde dem o-Phenyl-3-(m-methoxyphenyl)-athylamin (Formel XII) 


SroraneTmMEM Ca 
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‘ CH, O 
i % Oe 
Fe S77 te 
| iH | || 4eH 
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XII a@-Pheny1-$-(m-methoxyphenyl)- XI 7-Aminodstron 


iithylamin 


ahnlich erscheinen, von dem wir schon eine Mitosegiftwirkung 
festgestellt haben. Mit der Darstellung von Stoffen vom Typus 
des 7-Aminodstrons sind wir beschiftigt, denn mdglicherweise 
sind diese Stoffe die eigentlichen kérpereigenen Mitosegifte aus 
der Steringruppe. 


Friulein stud. med. Marianne Albrecht habe ich fiir ihre 
wertvolle Hilfe zu danken. 
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Mitosegifte aus der Steringruppe 
Vorlaiutige Mitteilung) 
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‘Aus der chem. Abteilung des Allg. Instituts gegen die Geschwulstkrankheiten 
im Rudolf Virchow-Krankenhaus Berlin) 


> 


(Der Schiiftleitung zugegangen am 2. Oktober (9i2) 


(selegentlich der Feststellung, daB éstrogene Faktoren wie 
Diithylstilbéstrol und Ostradiol in hohen Dosen eine Mitosegift- 
wirkung zeigen, wurde die Vermutung ausgesprochen, daB Amino- 
derivate des Ostradiols auch in geringen Mengen Mitosegiftwirkung 
zeigen und als kérpereigene Mitosegifte in Frage kommen kénnteu ’). 
Die Aminogruppe miiBte sich an den C-Atomen 7 oder 8 des 
Sterinskeletts befinden, da so die fiir die Mitosegiftwirkung not- 
wendige Gruppierung Benzolkern—Wohlenstoff—Kohlenstoff—Stick- 
stoft vorhanden wire. Ich habe in diesem Jahr gemeinsam mit 
Fraulein Z.Covasneanu Aminoderivate von Sterinen und Steroi- 
den dargestellt und die Wirkung dieser Stoffe auf in vitro geziichtete 
Zellen gepriift. Die besonders interessierenden 7-Aminoderivate 
der Ostrongruppe wurden auf folgendem Wege dargestellt: 

Equilin(I) wurde nach Serini und Logemann’”)in das Equilin- 
glykol (i1) tibergefiihrt und dieses durch Wasserabspaltung nach 
den Angaben von Pearlman und Wintersteiner?) in 7-keto- 
ostron (lil) verwandelt. Das Dioxim des 7-eto-6strons hefert 
durch Reduktion mit Natrium und Alkohol das 7, 17-Diamino- 
3-oxy-dstratrien-1,3,5(1V). Dieser Stoff zeigte an der Gewebekultur 
bei Hiihnerherzfibroblasten nur eine vakuolisierende Wirkung (3 y/ccm 
und héhere Dosen) und keine Mitosegiftwirkung. Die gleiche Re- 
aktionsfolge wurde nun mit dem Equilinglykol-3-monomethylather 
durchgefiihrt und dieses Reaktionsprodukt (IV, OCH, statt OH) 
zeigt mit Dosen unter 1 y/ccm noch ausgezeichnete Mitosegilt- 
wirkung. Zum Vergleich sei angegeben, daB 7-Aminocholesterin *) 
und das aus Equilin-oxim dargestellte 17-Monoaminoderivat (auch 
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Hans Lettre, Mitosegitte aus der Nieringruppe 


bei Veriitherung der phenolischen Hydroxylgruppe) keine Mitose- 
eiftwirkung besitzen. 
CH, CH, 
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Uber diese Versuche soll nach AbschluB weiterer Untersuchun- 
3 cen und der Darstellung anderer Aminoderivate der Sterinreihe 


zusammenfassend berichtet werden. Das fiir die Arbeiten benétigte 
f\quilin verdanke ich der Firma C. F. Bohringer, Mannheim-Wald- 
hof, sowie Herrn A. Girard, Paris, denen ich zu besonderem Dank 
verpflichtet bin, da mir durch die Uberlassung dieses wertvollen 
Materials die Durchfithrung dieser Untersuchungen erméglicht wurde. 


Literatur 
li. Lettre, Diese Z. 278, 201 (1943) 
Ber. chem. Ges. 71, 186 (1938). 
J. of Biol. Chem. 130, 35 (1939). 


4. Eekhardt. Ber. chem. Ges. 71. 461 (1938), 
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Uber Aconitase 


Von 
Carl Martius*) und Helmut Leonhardt 


Mit 2 Kiguren im Text 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Tiibingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Februar 1943 


Das von dem einen von uns vor einiger Zeit aufgefundene 
und beschriebene?), in tierischen und pflanzlichen Geweben vor- 
kommende Enzym Aconitase, welches ein reversibles Gleichgewicht 
zwischen Citronenséure, Isocitronensiiure und cis-Aconitsaure cin- 
stellt, ist seitdem mehrfach von verschiedener Seite bearbeitet 
worden. Dabei haben sich neben Bestitigungen zum ‘Teil auch 
nicht unbetrachtliche Differenzen zu den von uns gemachten Be- 
obachtungen und Auffassungen ergeben, was uns in Anbetracht 
der Bedeutung, die das Problem des Citronensaurestoffwechsels 
inzwischen gewonnen hat, veranlabte, unsere Untersuchungen in 
gewissen Punkten emer Nachprifung zu unterziehen. Diese be- 
treffen die Lage des enzymatischen Gleichgewichts und dann die 
Frage nach der Zahl der daran beteilgten Knzymindividuen. 


Das Gleichgewicht im System der Aconitase 

In dem Endgleichgewicht, das von jeder der drei daran be- 
telhgten Sauren ausgehend unter Vermittlune der Aconitase 
schheblch erreicht wird, ist die Isocitronenséure am einfachsten 
zu bestimmen, da sie mit Ammoniummolybdat einen polarimetrisch 
genau zu messenden Komplex hoher Drehung bildet. Kigene Be- 
stimmungen hatten fiir sie den Wert von 9,4°/, im Gleichgewicht 
ergeben. Citronensiiure wird meist nach Uberfithrung in Penta- 
bromaceton titrimetrisch oder colorimetrisch bestimmt; die Gegen- 
wart von viel Hiweib verursacht Ierbe1 jedoch schwer zu korri- 
sjerende Kehler, die mehrere Prozent betragen kénnen. Wahrend 


*) Herrn Prof. H. v. Euler zu seinem 70. Geburtstag gewidmet 
1) Diese Z. 247, 104 (1937); 257, 29 (1938). 














Uber Aconitase 209 


von dem einen von uns titrimetrisch rund 90°, um Gleichgewieht 
cefunden wurden, fand Johnson?®) spaiter nur 80—82°/, neben 
16°/, Isocitronensiure. Die letzte der 3 Siuren, cis-Aconitsiure, 
ist mangels spezifischer Reaktionen am schwersten zu bestimmen. 
thr Gehalt in der Gleichgewichtsmischung wurde von uns aut 
Bruchteile von Prozenten geschatzt. Johnson fand dagegen 
spiter durch manometrisch gemessene Hydrierung mittels Pd/BaSO, 
1 5°/, im Gleichgewicht mit den Oxysiuren. 

Wir haben uns zunichst bemiiht, den Gehalt der C.S. (Citronen- 
siure) im Gleichgewichtsgemisch nochmals moelichst genau zu 
bestimmen, und bedienten uns dabei einer von Tiiufel’) an- 
coegebenen Methode. Nachdem wir uns in gréberen Versuchsrethen 
von der Genauigkeit der Methode tberzeugt hatten, bestimmten 
wir in je 16 Versuchen sowohl den Anfangsgehalt der C.s-wie den 
Gehalt nach Erreichung des Gleichgewichts und erreichten damit 
eine Kompensation aller eventucll vorn Kiweib usw. hervorgerufenen 
Fehler. 

Die bei 37° gehaltenen Ansatze enthielten in 100 cem: 

1.2106 ¢ Citronensiure -- 1H,O (Merck p.a.), neutralisiert mit NaOH: 
7 cem m/2-Phosphat pu 7,4; 25 ccm Enzym; einige Tropfen Toluol. 

Das Enzym war durch Extraktion von Kindsleberbrei mit Wasser (1: 2), 
Dialyse und Zentrifugieren dargestellt worden und enthielt, keine wirksame 
lsocitricodehydrase mehr. Von den Ansatzen gelangten nach EnteiweiBung 
mit HPO, aliquote Mengen zur Analyse (Tab.). 





Isocitronensiure- 
 Bestimmungen 
Knddrehwerte korr. um 


Citronensaure- 


Anfangsbestimmungen Endbestimmungen : 
) Anfangsdrehungen 
96,20 95.36 $3.20 90,13 186 
96,20 94,77 $7.80 S148 2,008 
9S .30 96,90 88,77 85,45 2 O02) 
94.49 96,18 82,94 87,52 2 100 
95.70 93,36 S$7,10 88,67 1,918 
96,45 96.07 $5.44 88,56 1 S458 
97,11 97,32 S669 S585 7 hae 
Q6.94 98.37 85.65 85,65 | 990 
96,23°/, + 0.329), 86,319), + 0.48%), 1.9829 + 0,0415° 
Zu Fig. 1. Ansatz 1. 6,8 ¢@ cis-Aconitsaureanhydrid mit NaOH neutrali- 
t, 43 cem Leberenzym: 10 ccm m2-Phoshat px 7,2; mit H,O auf 
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Zu Fig. 2. Ansatz Il wie I, jedoch mit 160 cem Bohnenenzym, dar- 
gestellt durch Extraktion von 200 g gemahlenen Buschbohnen mit 500 ccm 
H,O wahrend 24 Stunden, anschlieBend 24 Stunden bei 0° dialysiert. In- 
folge teilweiser Umlagerung in trans-Aconitsiure wahrend des Neutralisierens 
und zu Beginn des Versuches findet in Ansitzen mit cis-Aconitsiure keine 
quantitative Bildung von C.N. und I.C.S8. statt. 


Aus den Mittelwerten der Anfangs- und Kndbestimmungen 
ergibt sich auf die eingesetzte C.S. umgerechnet ein Gleichgewichts- 
wert von 89,7°/,. Von diesen miissen noch, da die durch die 
Aconitase gebildete [.C.8. ebenfalls jodbindende Stoffe in geringer 
Menge bildet, 0,5°/, abgezogen werden (Mittelwert aus 6 Be- 
stimmungen mit reiner I.C.3.). 

Kine Neubestimmung der spezifischen Drehung des Molybdat- 
komplexes der Isocitronensiiure (I.C.8.) ergab die itberraschende 
Tatsache, dali die Drehung durch anwesende C.S. auberordentlich 
verstarkt wird. Zur Krmittlung des genauen Gehaltes der I.C.S. 
in den Gleichgewichtsmischungen mubte deshalb die spezifische 
Drehung einer Mischune von C.S. und I.C.S. bestimmt werden, 
die dem Verhiltnis der Sauren bei Gegenwart von Aconitase ent- 


spricht. Ks ergab sich so ein Wert von [|p - — 6709, also ein 
héherer, als der friiher mit reiner [.C.S. gefundene Wert von 
[a]p = — 413° In Ansiitzen mit Enzym (Zusammensetzung wie 


oben) ergab sich als Mittel von 8 Messungen eine Enddrehung von 
— 1,9825° + 0,0415°, woraus sich ein Gehalt von 7,79/, L.C.S. 
errechnet. Im durch Aconitase cingestellten Gleichgewicht befinden 
sich somit 89,2°/, C.S8., 7,79/, LC.S. und — aus der Differenz gegen 
100°/) berechnet — 3,1°/, Aconitsiiure. Diese 3,1°/) erscheinen uns 
iiberraschend hoch in Anbetracht der Leichtigkeit, mit der sich 
die cis-Sdure in die stabilere trans-Form umlagert. Ob im Sinne 
der von Malachowsk1i) angestellten Messungen und Berechnungen 
ein Gleichgewicht zwischen den beiden isomeren Séuren vorliegt, 
vermogen wir nicht zu entscheiden; dagegen spricht, daf} die trans- 
Sdure durch Aconitase auch nach lingerer Eimwirkune nicht ver- 
andert wird. 


a- und /-Aconitase? 

Die enzymatische Hydratisierung der cis-Aconitsaure stellt 
insofern ein Unikum dar, als es wohl wenige Beispiele dafiir gibt, 
dai wie ner em Ausgangsstoff durch denselben Vorgang in zwei 
verschiedene Substrate tbergefiihrt wird. Es erscheint an = sich 


4 
’ 


Bull. internat. Acad. pol. 1981, Ser. A, 369. 


} 
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ebenso gut moéelich. dati dieser Prozeb durch ein cinziges wie dureh 
zwei verschiedene Enzyine bewirkt werden kann. Steht man den 
Vorgang mehr von der Seite der C.S. und LC.S. an, fabt man also 
den Vorgang der Dehydratisierung ins Auge, so mag sich emem 
1233 
i 


die Notwendigkeit von dem Vorhandenscin zweter Knzymindividuen 


aufdriingen. Diese Ansicht ist von Kk. P. Jacobsohn?®) vertreten 
worden, der sich in mehreren Arbeiten bemitht hat. Beweise fiir 
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Fig. 1 


die Existenz emer g- und emer f-Aconitase beizubringen. Der 
unzweideutigste Beweis, die Auffindune eimes Materials, welches 
nur eine der beiden Aconitasen enthielt, ist Jacobsohn freiich 
mcht gegliickt, ebensowemig wie die an sich schon kaum zu 
erhoffende — spezifische Vergiftung der emen der beiden Aconitasen 
velungen ist. Dagegen glaubt er den Beweis datiir gefiithrt zu haben, 
dab wibrice Leberextrakte reicher an /-Aconitase seien, weil ste 
cis-Aconitsdure verhaltmismabie schneller in CoS. aiberfithren 
konnten als ein Extrakt aus Bohnensamen, der daftir dank semes 
erOberen Gehaltes an g-Aconitase relativ schneller [.C.5. bilden 
solle. [in solches Verhalten wire freilich nur durch die Annahme 
zweier Aconitasen erklirlich. Der Beweisfithrung leet jedoch em 
Beobachtungsfehler zucrunde. Wahrend Jacobsohn mangels 
veniigender Mengen cis-Aconitsiure nur je zwer C.S. und I.C.5.- 
Parallelbestimmunven ausgefihrt hat, haben wir den Verlauf der 
enzymatischen Reaktionen durch cme grobe Zahl von Analysen 
verfolat und die Konzentration der nzy me SO sewalhilt, dab die 
LC.S.-Bildung in betden Ansitzen eleich schnell erfolete. Und da 
zelgte es sich nun, dab auch die C.S.-Bildung in beiden Versuchen 
vollkommen parallel verlauft (fic. J und 2). In den Versuchen von 


} y | ae 2 r . 
Jacobsohn CheteCOe rT) LY ORE tibar (dic Konzentration des Bohne Ii- 





bs (1940), 











212 


Carl Martius und Helmut Leonhardt. Uber Aconitase 


enzyms verhaltnismifig schwicher, wodurch es zu emer flacher 
ansteigenden Kurve kommen muh, und die beiden MeBpunkte 
lier kurz vor und hinter das Maximum fallen, wahrend im Ansatz 
mit dem Leberenzym die entsprechenden Punkte beide bereits 
hinter das Maximum zu legen kommen. Auf diese Weise kénnen 
ber gleichem I.C.S.-Gehalt natiirlich verschiedene C.S.-Werte er- 
halten werden. Da jedoch, wie unsere Versuche zeigen, der Verlaut 
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der Reaktion mit Hnzymmaterial ganz verschiedener Herkunft 
derselbe ist, betrachten wir nun umgekehrt diese Tatsache als 
Beweis fiir die Nichtexistenz zweier verschiedener Aconitasen, 
fiir deren Annahme uns von vornherein keinerle: Bediirfnis vor- 
zuhegen schien. 














Uber die d-Aminosiureoxydase in Leberextrakten 

normaler erwachsener, tumortragender und junger Ratten 
Von 

Ulrich Westphal 


Mit 3 Figuren im Text 


Aus dem Institut f. Physiologische und Wehrchemie der Militiirarztlichen Akademie in Berl na 


Der Schriftleitung zugegangen am 24. Februar 1943 


In fruheren Versuchen uber die d-Amimosaureoxydase (A.5.0.) 
im Organismus von Ratten mt Walker-'Tumoren!) wurde die 
Wirksamkeit des Ferments in den Organextrakten durch Messung 
der Sauerstoffaufnahme ber Gegenwart von 10~° Mol (1,65 mg) 
d(-+)-Phenylalanin (P.A.) im Warburg-Apparat im 3stiindigen 
Versuch bestimmt. Bei den Leberextrakten entsprach der Ansatz 
jewels 0,8 @ Frischleber. us wurde nachgewiesen®), dab die Ver- 
schiedenheit der d-A.S.O.-Aktivitit ber normalen und tumor- 
tragenden Ratten nicht auf Unterschieden im = Lactoflavingehalt 
beruht. 

Aus verschiedenen Grunden war es erwunscht, die Methodik 
zur Bestimmung der d-A.8.O.-Wirksamkeit in den Eixtrakten durch 
ein Verfahren zu ergiinzen, das emerscits mit emer geringeren Leber- 
menge und einer kiirzeren Versuchsdauer zu arbeiten gestattet, 
andererseits Aussagen tiber die absolute Menge der vorhandenen 
d-A.S.O. erlaubt. Dies wurde moeglich, wie bereits kurz erwihnt 
wurde?), durch Anwendung von Bedingungen, die tiir die Uber- 
tragung von Sauerstoff durch die d-A.S.O. optimal sind. Negelein 
and Broéimel§) haben gefunden, dal 700 y des remen Apofermentes 
cer io. eee bet Gecenwart VO?) iiberschiissigem d,l-Alanin (Al.) 
in der Minute ber 38° einen Sauerstoffiverbrauch von 438 Cm he- 
wirken; hierber war das d,i-Alanin im solcher Menge vorhanden, 


Ulrich Westphal, Naturw. $0, 120 (1942); diese Z. 276, 191] (1942). 
*) Ulrich Westphal u. K. Lang, Diese Z. 276, 205 (1942). 
') E. Negelein u. H. BrOmel, Biochem. Z. 300, 225 (1939). 
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dal eine weitere Mrhohung seiner Konzentration keine Vergroberung 
der Reaktionsgeschwindigkert mehr bewirkte, und die prosthetische 
Gruppe (Alloxazin-adenin-dinucleotid) in solehem Uberschub an- 
wesend (1 Mol. Kiweif: 95 Mol. Co-Ferment), da praktisch dic 
Gesamtmenge des spezifischen Proteins an das Dinucleotid ge- 
bunden war. Das System war frei von Katalase. 

Die Leberextrakte wurden nun in der frither beschriebenen 
Weise, aber derartig bereitet, dab ein Versuchsansatz jeweils 0,40 ¢ 
Frischleber (Leber nach dem Ausbluten des Tieres entnommen) 
entsprach. In emer Rethe von Warburg-Versuchen wurde die- 
jenige Menge d,l-Al. ermittelt, die fiir diesen Extrakt unter 
den fiirs ubrige friiher angegebenen Bedingungen zu eer maximalen 
Sauerstoffaufnahme fiihrte; es ergaben sich 44,5 mg (5-10-4 Mol), 
die in 1 cem m/2-Phosphatpuffer (px 8,0) gel6ést wurden und zu 
2.1 ccm des Extraktes (entsprechend 0,40 @ Frischleber) zugegeben 
wurden. 

In weiteren Versuchen wurde gepruft, ob die Sauerstoft- 
aufnahme durch Zugabe von prosthetischer Gruppe weiter erhdht 
werden kénnte. Hierdurch sollte einmal Vorsorge getroffen werden, 
daBh die Testmethodik auch beziiglch des Co-Fermentes optimal 
wire, d.h. das gesamte Apoferment erfassen hel; andererseits 
sollte entschieden werden, ob der Leberextrakt als solecher eine 
geniigende Menge Dinucleotid enthielt, um eine optimale Uber- 
tragung von Sauerstoff auf das Al. zu gewahrieisten. In mehreren 
Warburg-Versuchen, in denen jeweils denselben Extraktansatzen 
verschiedene Mengen Alloxazin-adenin-dinucleotid [in 3.1 cem 0: 
2,0; 3,75; 15,0; 30,0 »y Bariumsalz des Dinucleotides, dargestellt 
nach Warburg und Christian‘)| zugefiigt wurden, ergab sich, 
dab die Sauerstoffaufnahme durch das Co-Ferment praktisch nicht 
weiter erhéht werden konnte; so betrue der durch die d-A.S.O. 
bedingte Sauerstoffverbrauch (3,1 cem lxtrakt aus 0.40 @ normaler 
Rattenleber, 44,5 meg d,l-Al., nach 38 Stunden) im Mittel von 
5 Warburg-Versuchen ohne zugesetztes Dinucleotid 


145 cmm, 
ber Zugabe von 2—7,5 y Dinucleotid 153 ¢mm. 


lis ist also prak- 
tisch das gesamte, in den Lixtrakten vorhandene Apoferment an 
die prosthetische Gruppe gebunden, auch wenn kein Dinucleotid 
besonders zugefiiet wird44). Is wurden trotzdem beider Auswertung 


1 O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 298, 150 (1938). 


ia) Vol. hierzu die frither [a. a. O. *), 8. 207) durchgefiihrte Be 
der Dissoziationsverhaltnisse. 


rechnung 
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der Extrakte unter den neugewahlten Bedingungen pro Ansatz 
jewells 5 y Bariumsalz des Dinucleotides zugesetzt. 

Es labt sich somit durch Bestimmung der Sauerstoffaufnahme 
unter ,optimalen Bedingungen* ein Mab fiir die Menge des vor- 
handenen spezifischen Proteins der d-A.S.O. gewinnen. Um diese 
Berechnung auch fiir die unter den friiher verwendeten Bedin- 
eungen durchegefiihrten Versuche anstellen zu kénnen, war es er- 
wiinscht, zu bestimmen, in welchem Verhaltnis die Sauerstoff- 
aufnahmen in den beiden Auswertungsverfahren stehen. Es wurde 
daher in insgesamt 14 Warburg-Versuchen der Quotient der 
Sauerstoffaufnahmewerte ermittelt, die bet den gleichen Ratten- 
leberextrakten ber Gegenwart von einerseits 44,5 mg d,l-Al., 
andererseits 1,65 mg d(4-)-P.A. gefunden wurden. Als Durch- 
schnitt aus 118 Eimzelwerten ergab sich dieses Verhiltnis zu 3,6; 
xtrakte aus gleicher Gewichtsmenge Leber nehmen also unter 
den ,,optimalen Bedingungen” 3,6mal soviel Sauerstoff auf wie 
in der friiher gewahlten Auswertungstechnik. 

Zur Wontrolle, ob durch den Faktor 3,6 das Verhiltnis der 
Sauerstoffaufnahmen richtig wiedergegeben wird, wurden die unter 
den friiher gewihlten Bedingungen!) erhaltenen Werte mit diesem 
Faktor multiphziert und mit den Mengen verglichen, die nun mit 
der neuen Methodik direkt experimentell bestimmt wurden. In 
der Tab. 1 ist das rgebnis dieser Berechnung, jeweils bezogen auf 
1 ¢ Frischleber, zusammengestellt. Hs zeigt sich, dab die Um- 
rechnung der ber Gegenwart von 10-5 Mol d(-+-)-P.A. erhaltenen 
Sauerstoffwerte mit dem Faktor 3,6 ungefahr dieselben Gasmengen 
ereibt, die véllig unabhineig von den 14 Warburg-Versuchen, die 
fur die Berechnunge der Verhiltniszahl 3,6 durcheefiihrt waren, im 
Durchsehnitt von 9 weiteren Warburg-Versuchen mit Leber- 
extrakt von normalen Ratten ber Gegenwart von 5-10~4 Mol d,I-Al. 
eefunden wurden. Fur die Leberextrakte von Ratten mit Walker- 
Tumoren ist die Ubereinstimmung, besonders bet dem Wert nach 
5 Stunden, nicht so guts diese Werte stellen aber das Mittel aus 
nur wenigen Versuchen dar. iin weiterer Vorteil dieser Aus- 
wertungsweise mit optimalen Mengen an d,l-Al. besteht darin, dal 
das Verhaltnis des Sauerstoffverbrauchs ber Gecenwart der Amino- 
<jure zu den ohne Substrat gefundenen Leerwerten, das in den 
Versuchen mit 107° Mol d-P.A. recht ungiinmstig war, stark erhoht 
wird; dies ait auch fir die Versuche, ber denen die Sauerstoff- 
aufnahme nur aber 1 Stunde verfolet wurde. Aus den im folgenden 
dargestellten Kurvenbildern geht dies deutlich hervor. 
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habelle J 
Vergleich der friiher'!) bestimmten, durch 1,65 mg d(-} )-P.A. aufgenommenen 
Sauerstoffmengen mit dem bei Gegenwart von 44,5 mg d,l-Al. absorbierten 
Sauerstoff durch Multiplikation mit dem Faktor 3,6. Berechnung aller Werte 
auf lg Frischleber 





O,-Aufnahme (cmm) des Extraktes aus 1 g Frischleber 


nach nach nach nach 


cies 20 Min. | 40 Min. | 60 Min. | 180 Min. 


Normalratten bei Gegenwart von 
1.65 mg d(+-)-P.A.') Mittelwert 
von 34 Warburg-Versuchen ... 26,9 41,5 52,0 99,3 
ee ee eee ee 97 149 187 357 

Normalratten bei Gegenwart von 
44,5 mg d,l-Al. Mittelwert von 
9Warburg-Versuchen ........ 78 13] 175 365 
Walker-Tumorratten bei Gegen- 
wart von 1.65 mg d(-+)-P.A.!). 
Mittelwert von 20 Warburg-Ver- 














ee eae nS ee ee on eee 13,5 18,9 21,5 37,9 
Ne ah OO ie dehack 5 orate Sim 49 68 78 136 
Walker-lumorratten bei Gegen- 

wart von 44,5mg¢d,1-Al. Mittelwert 

von 4(3) Warburg-Versuchen... 52 75 YY 224*) 


*) Als Durchschnitt von nur 3 Warburg-Versuchen. 


Auf Grund der oben angefiihrten Befunde von Negelein und 
Bromel) ist es nun moghch, sowohl aus den unter .,optimalen 
Bedingungen ermittelten Werten der Sauerstoffaufnahme, als 
auch aus den frither be: Gegenwart von 10~° Mol d(+-)-P.A. ge- 
fundenen Mengen durch Umrechnung mit dem Faktor 3,6, riack- 
guschhieBen auf die Menge an spezifischem Protem der d-A.8.0., 
die in den Extrakten vorhanden ist. Dafi das gesamte Apoterment 
nachgewlesen wird, ergibt sich aus dem oben angefiihrten Befunde, 
daf sich der Sauerstoffverbrauch bei Zugabe von weiterer prosthe- 
tischer Gruppe nicht mehr erhéhen labt. Zu beriicksichtigen ist die 
Tatsache, dab die verwendeten Ausziige Katalase enthalten; hier- 
durch ist der Sauerstoffverbrauch nur halb so gro wie ber Ab- 
wesenheit dieses Enzyms [vel. 3)]. Die Tab. 2 zeigt die auf diese 
Weise aus den Sauerstoffaufnahmen berechneten Gehaltszahlen an 
d-A.S.0., wober auch die durch Umrechnung aus den friiher bei 
Gegenwart von d(-+)-P.A. gefundenen Sauerstoffaufnahmen er- 
haltenen Werte aufgeftuhrt sind. Der Gehalt der Organextrakte von 
den Walker-Tumortieren ist etwa halb so grob wie der der normalen 
Ratten. Auf den in Reihe 5 und 6 dargestellten Befund, dab die 
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d-A.S.O. bei normalen jugendlichen Ratten ebenfalls nur etwa halb 
so grof} ist wie bei normalen erwachsenen Tieren, wird unten naher 
eingegangen werden. 

Unter Nummer 9—11 (Tab. 2) sind einige Versuche aufgefihrt, 
in denen der d-A.S.O.-Gehalt in Leberextrakten von Maus, Meer- 
schweinchen und Hund bestimmt wurde. Es zeigt sich, dab die 


Tabelle 2 


d-Aminosaureoxydase in Extrakten verschiedener Organe und verschiedener 
Tiere, berechnet pro Gramm des frischen Organs 








' Mittlere Q.,- 
Mittelwert Aufnahme |S & 
von o Vv 
(cmm) pro g 1.4 & ep 
Nr. iixtrakt von Organ War- unter opti- DS S) 
_ | Trev. malen Be- G42 Ss, 
Vieren | Vi dingungen |< a 
suchen} in 20’ in JR > 
1 |} Ratte, normal, erwachsen | Leber 45 49 83,2 4,2 13 
2 | Wie 1, berechnet*) _| Leber 34 3¢ 96,9 | 4.8 15 
3 | Ratte mit Walker-Tumor | Leber 4 4 HIS 2.6 8 
4 | Wie 3, berechnet*)...... Leber pA ZS 18.6 2,4 8 
5 | Ratte, '5—52 Tage alt Leber 35 14 55,5 2,8 9 
6 | Ratte, 68—81 Tage alt... | Leber 6 6 91.5 $6 15 
7 | Ratte, normal, erwachsen, 
berechnet*) ee Niere 1S 20 387 19,4 62 
8 | Ratte mit Walker- 
Tumor, berechnet*) . Niere 47 20 Dae 11.6 37 
Q | Maus, normal, erwachsen | Leber ae 10 7.2 \ t3 4 
10 | Meerschweinchen, normal, 
erwachsen ........... Leber 3 6 17,5 0.9 3 
ll] | Hund, normal, erwachsen ] Leber | (6 366 18,: 5S 

















*) Aus den friher!) bei Gegenwart von d(/-)-P.A. bestimmten Werten 


mit dem Faktor 3,6 berechnet. 


Auszuge aus Hundeleber weitaus die héchsten Werte aufweisen, 
wahrend die Leberextrakte von Maus und Meerschweinchen eine 
Birkofer 
und Wetzel®) haben bereits darauf hingewiesen, dai die Organe 
der Carnivoren dic gréfite Menge an d-A.S.O. enthalten, die Herbi- 
Werte 
voll thnen 
untersucht sind, uberei, wenn man die Unterschiede in den Ver- 


geringere Wirksamkeit als die der Ratten besitzen. 


voren dagegen die geringste. Die in Tab. 2. angefiihrten 


stimmen mit denen der genannten Autoren, sowelt sie 


suchsbedinesungen berucksichtict. 


_ 


L. Birkofer u. R. Wetzel, Diese Z. 264, 31 (1940). 
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Bei der Priifung von Organen usw. auf d-.\.8.0.-Gehalt kann sich die 
Notwendigkeit ergeben, die Untersuchungsobjekte lingere Zeit aufbewahren 
zu mussen. Unter gewohnlichen Bedingungen wiirde hierbei die Wirksamkeit 
rasch abnehmen. In einigen Versuchen zeigte sich, daB die Organe (gepriift 
wurden Lebern von Hund und Meerschweinchen) ohne den geringsten Ver- 
lust an d-A.S.O. iiber lingere Zeit aufbewahrt werden kénnen, wenn man 
sie (am besten in abgewogenen Stiickchen geeigneter GréBe) schnell in 
Kohlensiureeis einfriert, im IsoliergefiB unter fester Kohlensiure aufhebt, 


> 


und (nach z. B. 3 Tagen) schnell auftauen laBt, wie iblich mit QJuarzsand 
im Morser verreibt und extrahiert. Die Sauerstoffaufnahmen waren dann 
senau die gleichen wie mit den tagelang vorher bereiteten und ausgewerteten 
Krischleberausziigen. 

Im Verlaufe von Untersuchungen an Leberextrakten von 
Mausen wurde beobachtet, dal die Organe junger Tiere eine auf- 
fallend niedrige d-A.S.O.-Wirksamkeit zeigten. Da jedoch die 
Ausziige aus Lebern von Mausen allgemein eine recht geringe 
Aktivitaét aufweisen (vgl. Tab. 2, Nr. 9), wurde dieser Frage unter 
Verwendung von Ratten nachgegangen. Hs wurden Leberextrakte 
von 2—12 Wochen alten Theren hergestellt und wie wblich im 
cleichzeitigen Versuch mit Ausziigen aus Lebern normaler er- 
wachsener Ratten vergleichend ausgewertet. Die Sauerstoff- 
aufnahme wurde durchweg nur itber 60 Minuten verfolgt, da sich 
diese Zeit schon frither!) als ausreichend zur Erkennung wesent- 
licher Unterschiede in der d-A.S.O0.-Wirksamkeit erwiesen hatte; 
jeder Ansatz enthielt den mit m/5-Phosphat (px 8,0) hergestellten 
ixtrakt (2,1 cem) aus 0,40 ¢ Frischleber, dazu 5 y des Barium- 
salzes des Alloxazin-adenin-dinucleotides. Als Substrat dienten 
44,5 me d.J-Al. in 1,0 ¢em m/2-Phosphat. Da die Lebern der 
jiungsten untersuchten, 2 Wochen alten Ratten um Mittel nur 0,3 ¢ 
wogen, wurden notigenfalls die Lebern mehrerer Geschwistertiere 
fiir einen Versuch vereinigt. Es ergab sich, daB die jungen Ratten 
bis zum Alter von etwa 8 Wochen (Korpergewicht zwischen 12 
und 65 g) sich im d-A.$.0.-Gehalt der Lebern in charakteristischer 
Weise von erwachsenen Normaltieren unterscheiden (vgl. Fig. 1 
und 2): Die durch die d-A.S.O. bedingte Sauerstoffaufnahme 
(Differenz der IKkurven I—IT in Fig. 1) ist bedeutend geringer als 
bei den erwachsenen Kontrolltieren (Differenz der Kurven III—IV 
in Fig. 2). Ber 10—12 Wochen alten Ratten (Gewicht zwischen 70 
und 95 g, in einem Falle 120 ¢) ist dieser Unterschied nicht mehr 
vorhanden, wie die Fig. 8 zeigt, auf der in entsprechender Weise 
die Sauerstoffaufnahmen von Leberextrakten von Ratten dieses 


Alters im Vergleich mit denen erwachsener WKontrolltiere dar- 
vestellt sind (vgl. dazu Tab. 2, Nr. 5 und 6). 
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Dic d-A.$.O.-Wirksamkeit in den Leberextrakten der 2. bis 
8 Wochen alten Ratten ist nur halb so grob wie die der erwachsenen 
Tiere; die Sauerstoffaufnahme betrigt im Mittel von 14 Warburg- 
Versuchen (35 Tiere) 52°/, der Kontrollwerte. Die Unterschiede 
sind statistisch gesichert®); die Fehlergrenze betriigt 51,8 +- 11,2°/, 
(G4, — 3.40; Uberschreitungswahrscheinlichkeit 0,0027). Die er- 
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Fig. 1 und 2. Sauerstoffaufnahme der Leberextrakte von- 15—52 Tage alten Ratten 
(Fig. 1) sowie normalen erwachsenen Kontrolltieren (Fig. 2) bei Gegenwart von d,1-Al. 
(Kurve IT bzw. [[1) und Phosphatpuffer (Leerwerte, Kurven IL bzw. LV). Mittelwerte von 
je 14 Warburg-Versuchen (35 jugendliche und 14 gleichzeitig untersuchte erwachsene 
Ratten). Im Hauptraum jeweils 2,1 ecm Leberextrakt, 0,40 ¢ Frischleber entsprechend 
und 5y Bariumsalz des Dinucleotides enthaltend; in der Birne 5. 107¢ Mol (44,5 mg) 
d,l-Al. in 1,0 ccm m/2-Phosphat (py 3,0) bzw. 1,0 ecm Lleeres mi/2-Phosphat (py 8,0). Im 
Kinsatz des Gefabes O,lecm 2n-KOH. py des Reaktionsgemisches bei Versuchsbeginn 7,8. 
Im: Gasraum O,; Schiittelgeschwindigkeit 155 pro Minute; Temperatur 36,4° Jeweils 
» Parallelansiitze. Die durch die d-A.S.O. auf das d,1-Al. fibertragene Saucrstoffmenge 
entspricht der Differenz der Kurven L—IL baw. IIT 1V. 


niedrigte d-A.S.O.-Wirksamkeit ber den jungen gegeniber = er- 
wachsenen Ratten scheint zunichst der Mrniedrigung der tumor- 
tragenden Ratten gegeniiber Normaltieren zu vleichen. Ids ist 
jedoch ein charakteristischer Unterschied zu beachten: bei den 


. 


Leberextrakten der jungen Ratten ist micht nur dite d-A.$.O.- 


6) Vol. dazu a. a. O. 1), S. 195, Anm. Y. 
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Wirksamkeit als solche (Fig. 1, Differenz der Kurven I—I)), 
sondern auch die absolute Hohe der Leerwerte (Kurve I]) gegen- 
uber den entsprechenden Werten bet den erwachsenen Tieren 
(Fig. 2, Kurve IV) verringert ; demgegeniiber lagen in den friiberen 
Versuchen!) die Leerwerte bei den Tumorratten auf der gleichen 
Hohe wie die der normalen Kontrollen. Die Hrniedrigung der 
Leerwerte ber den jugendhchen Ratten ist ebenfalls statistisch 
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Fig. 3. Sauerstoffaufnahme der Leberextrakte von 68-81 Tage alten Ratten und 

normalen erwachsenen Kontrolitieren bei Gegenwart von d,l-Al. (Kurven I bzw. III) 

und Phosphatpuffer (Leerwerte, KurvenII bzw. IV). Mittelwerte von je 6 War- 

burg-Versuchen (6 junge und 6 gleichzeitig untersuchte ausgewachsene Ratten). 
Ubrige Bedingungen wie in den Fig.1 und 2. 


gesichert; sie betriigt 69,4 + 12,1°/, der Werte der erwachsenen 
Kontrolltiere (oy = 3.56). Im Gegensatz zu den Verhiltnissen bei 


Ratten mit Walker-Carcinom lhegt hier also keine spezifische 
Schwiachune der d-A.S.O. vor, sondern das allgemeine Niveau der 
in dem Extrakt erfabten Oxydationsfermente hegt tiefer als beim 
erwachsenen Tiere, und damit ist auch die d-A.S.0.-Wirksamkeit 
geringer. | 

Wir wissen nicht, ob der gefundene medrige Fermentspiegel bei 
den jungen Ratten mit der Hrnahrung durch die Muttermilch zu- 
sammenhanet, ob etwa wiihrend dieser Zeit eme geringere Not- 
wendigkeit zur Bereitstellung dieser Enzymsysteme besteht, oder 
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ob er einfach ein Merkmal des noch nicht voll entwickelten Orga- 
| nismus ist. Die jungen Ratten saugen etwa 4-—5 Wochen lang, 
mindestens jedoch 3 Wochen’). In unseren Versuchen wurden die 
Tiere bis zum Untersuchunestage bei der Mutter gelassen; ste haben 
sich also eine optimale Zeit lang von der Muttermilch ernahren 
konnen. Wenn auch bekannt ist, und speziell fiir die Fermente der 
Verdauungsvorgiinge niher untersucht wurde, dafi der Organismus 
sich in der Bereitstellung der Enzyme nach Art und Menge weit- 


j 
peice 
— 
Saad 


den durch die zugefiihrte Nahrung bedineten Notwendie- 
keiten anzupassen vermag, und wenn auch aus den oben erwihnten 
Untersuchungen von Birkofer und Wetzel®) hervorgeht, dab im 
verschiedenen Ordnungen der Siiugeticre eine derartige Adaptation 
an die durch das Futter gegebenen Bediirfnisse bestelit, so sind 
unsere [Kenntnisse tiber die Stotfwechselvorginge ber der lint- 
wicklung des jungen zum erwachsenen Organismus noch zu gering, 
un hier Zusammenkinge mit der schwachen Ausbildunge gewisser 
Oxydationsfermente im den Leberextrakten der jungen Ratten 
ableiten zu kénnen. Kin normaler, den Verhaltmissen beim er- 
wachsenen Tier entsprechender Gehalt an diesen Knaymen wird 
beobachtet, wenn die Ratten em Alter von S—10 Wochen erreicht 
haben. 


‘) Vel. H. F.O. Haberland, Die operative Technik des Tierexperi- 
mentes: Berlin u. Wien 1934. H. H. Donaldson, The Rat. Data and lKefe- 
rence Tables. 2nd. Edition. Philadelphia 1024. | 














Uber den Zusammenhang zwischen Walker-Tumorwachstum 
und verminderter d-Aminosdureoxydase-Wirksamkeit 
Von 


Ulrich Westphal 


Mit 3 Kiguren im Text 





Aus dem Institut fiir Physiologische und Wehrehemie der Militirirztlichen Akademie in Berlin) . 


‘Der Sechriftleitung zugegangen am 4, Februar 1943) 


Vor kurzem konnte gezeigt werden, dali die d-Aminosiitureoxy- 
dase (A.S.O.)-Wirksamkeit in Leber- und Nierenextrakten von 
Ratten mit Walker-Impftumoren schwiicher ist als bet normaten 
Kontrolltieren!). Um diesen Befund zu anderen Besonderheiten des 
tumorkranken Organismus in Beziehung setzen zu kOnnen, ist es 
gzunadchst notwendig, Kenntnis dariiber zu gewinnen, wiewelt diese 
Firscheinung fiir das Tumortier charakteristisch ist. Ks wurde daher 
einmal die Frage geprift, ob die d-A.S.O.-Aktivitét nach Tixstir- 
pation des Carcinoms wieder auf normale Werte ansteigt!). Als 
Versuchstiere dienten weibe Ratten; sie wurden in der friiher be- 
schniebenen Weise mit frischem Walker-Tumorbrei geimpft. Die 
Carcinome wuchsen rasch zu betrichthcher Grobe an; nach etwa 
2—4 Wochen wurden sie unter Athernarkose herausoperiert. Nach 
Ablauf von weiteren 10—12 Tagen (zum eventuellen Ausgleich von 
Stoffwechselveriinderungen) wurden die Tiere durch Dekapitieren 
getotet. Ids wurde in jedem Falle untersucht, ob der Tumor voll- 
stiindig entfernt war, und ob Rezidive oder Metastasen aufgetreten 
waren. Ber der Bestimmung der d-A.$.O0.-Wirksamkeit wurde 
wieder gleichzeitig mit dem Leberextrakt von der operierten Ratte 
ein gleichartiger Auszug aus der Leber emes normalen Kontroll- 
tieres bereitet ; beide Mxtrakte wurden nebenemander im Warbure- 
Apparat ausgewertet. 

Die Bestimmung der d-A.S.O0.-Wirksamkeit in den wie friher 
hereiteten Leberextrakten erfolete unter den in der voranstehenden 


‘) Ulrich Westphal, Naturw. 30, 120 (1942); diese Z. 276, 191 (1942). 
™) Ulrich Westphal, Naturw, 31, 117 (1943). 
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Mitteilung?) beschricbenen ,,optimalen Bedingungen” mit An- 
sitzen, die jeweils 0,40 ¢ Frischleber entsprachen, ber Gegenwart 
von 5:10~-4 Mol (44,5 mg) d,l-Alanin (Al.). Um die Gewibheit zu 
haben, dab das System jeweils geniagend Co-Ferment enthielt, 
wurden pro Ansatz 5y Bariumsalz des nach Warburg und 
Christian’) aus Bickerhefe dargestellten Alloxazin-adenin-di- 
nucleotides zugesetzt. Die Saucrstoffaufnahme wurde in diesen 
Versuchen jeweils aber 3 Stunden verfolgt. In Fig. 1 ist die aut 
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Pig. }. Sauerstoffaufnahine der Leberextrakte von den durch Operation von ihren 


Walker-Tumoren befreiten Ratten bei Gegenwart von d,l-Al. (Kurve L) und Phosphat- 
puffer (Leerwert, Kurve E[1)sowie von den normalen Ratten bei Gevenwart von d,1-Al. 
(Kurve If) und Phosphatpuffer (Kurve LV). Mittelwerte von je 8 Warburg-Ver- 
suchen (8 operierte Ratten und & gleichzeitig untersuchte Normaltiere), Im Haupt 

raum jeweils 2,1) ccm Leberextrakt, 0,40 ¢ Frischleber entsprechend und 5 y Barium- 
salz des Dinucleotides enthaltend, in der Birne 5+ 1674 Mol (44,5 mg) d,l-Al.in 1,0 cem 
m/2-Phosphat (Dy 8,0) bzw. 1,0 cem leeres m/2-Phosphat (py, 8,0). Im Kinsatz des Ge- 
faBes O,l com 2n-KOH. p,, des Reaktionsgemisches bei Versuchsbeginn 7,8. [nm Gas- 


raum ©, Schittelzeschwindigkeit 155 pro Minute; Temperatur 86,4% Jeweils 
? Parallelansitze. Die durch das d,l-Al. bedingte Sauerstoffaufnalhime entspricht des 
Differenz der Kurven L—-IIl baw. IP TV. | 


diese Weise in den Leberextrakten der Tumortiere bestimmte 
d-A.S.0.-Wirksamkeit im Vergleich mit der in cleichzeitigen Ver- 


2) Ulrich Westphal, Diese Z. 248, 213 (1943). 
O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 298, 150 (1933). 
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suchen in den Leberausziigen von normalen Kontrollratten er- 
mittelten wiedergegeben. Die Kurven stellen jeweils Mittelwerte 
von 8 Warburg-Versuchen (8 operierte Ratten und 8 Kontroll- 
tiere) dar. Die Tumorexstirpation war in diesen Fillen restlos 
velungen; die Priifung ergab, dafi keimerlei Rezidive oder Metastasen 
aufgetreten waren. [Hs zeigt sich, dal die Saucrstoffaufnahmen der 
Leberextrakte dieser mit Erfolg operierten Ratten bei Gegenwart 
von d,l-Al. (Kturve [) ebenso grofi sind, wie die der gleichzeitig 
mit ihnen untersuchten Kontrollen (Kurve Il). Auch die Leer- 
werte (,.ngenatmune’’, Kurven Ll und LV) sind volhige gleich, so 
dab die der eigentlichen Sauerstoffiibertragung durch die d-A.8.O. 
entsprechende Differenz der Kurven (I—III baw. II—IV) bei den 
beiden ‘Thergruppen keine Unterschiede aufweist.. Durch die Tumor- 
excision hat also die d-A.5S.0.-Wirksamkeit, die bei den Walker- 
carcinomtragenden Ratten gegeniiber Normaltieren um das ZAwei- 
bis Dreifache erniedrigt ist, wieder Normalwerte angenommen. 

Ber 5 Tumorratten gelang es nicht, das Carcinom durch 
Operation restlos zu entfernen; trotz zum ‘Teil mehrfacher [xcisions- 
versuche wuchs das Geschwulstgewebe von der Operationsstelle 
aus mehr oder weniger stark weiter, zum ‘T'cil unter Metastasen- 
bildung. Auch bei diesen erfolglos operierten Tieren wurde der 
Sauerstofiverbrauch ber Gegenwart von d,l-Al. untersucht. Be- 
merkenswerterweise ergab sich, dal die d-A.8.0.-Wirksamkeit im 
den Leberextrakten dieser Ratten betrachtlich niedriger war als 
bei den normalen Kontrolltieren und damit ein Bild ergab, wie es 
friher ber unbehandelten Tumorratten gefunden war. Fig. 2 gibt 
die Durchschnittswerte von dicsen 5 Warburge-Doppelversuchen 
(5 erfolelos operierte und 5 normale Ratten) wieder; es zeigt sich, 
dab die Sauerstoffaufnahme bei den unvollstiindig operierten Tieren 
ber Gegenwart von d.l-Al. (Kurve I) geringer ist als die der Kon- 
trollen (Kurve [T). Die Leerwerte (Kurven IIT und LV) sind auch 
in diesem Falle praktisch gleich. 

Kis sei besonders darauf hingewiesen, dab die Krniedrigung der 
d-A.S.0.-Wirksamkeit bei diesen 5 ohne Erfolg operierten, tumor- 
tragenden Ratten nicht so stark ist wie bei den frither!) untersuchten 
Walker-Tumortieren. Das ist dadurch bedinet, dali bei nur dreien 
der unvollstiindig operierten Ratten das restliehe Tumorgewebe in 
-chr intensiver Weise weiter wuchs, so dafi am Untersuchungstage 
(15—19 Tage nach der ersten baw. 8 Tage nach der 2. Operation) 
Metastasen und Tumorgewichte bis zu 389 2 beobachtet wurden. 


Ber den beiden tibrigen Tieren zeigte sich nur ganz langsames 
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Wachstum um die Excisionsstelle, so daB am Tage der Auswertung 
(12 Tage nach dem Excisionsversuch) nur wenige Gramm Tumor- 
vewebe und keine Metastasen vorhanden waren. Im Gegensatz zu 
den 83 Ratten mit stark weiterwachsenden Carcinomen war die 
d-A.S.0.-Wirksamkeit bei den letztgenannten Tieren ebenso hoch 
wie bei den Kontrollen; hierdureh wird die Stiirke der Ermedrigung 
ber den Mittelwerten der Fig. 2 gemiibigt. 
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Fig. 2. Sauerstoffaufnahme der Leberextrakte von denerfolglos operierten Walker- 
‘Tumorratten bei Gegenwart von d,l-Al. (Kurve [) und Phosphatpuffer (Leerwert, 
Kurve I11) sowie von den Kontrollratten bei Gegenwart von d,l-Al. (Kurve [L) und 
Phosphatpuffer (Kurve IV). Mittelwerte von je 5 Warburg-Versuchen (5 erfolglos 
operierte Tumorratten und 5 gleichzeitig untersuchte Normaltiere). Cbrige Be- 
dingungen wie in Fig. 1. 

Die vorhegenden Versuche iiber die erniedrigte d-A.S.O.- 
Wirksamkeit. ber Watker-Tumortieren lassen erkennen, daB die 
Hrniedrigune durch die Anwesenheit des Carémomgewebes bedingt 
ist. Man gewinnt den Eindruck, dab diese Anomalhe mn Stoff- 
wechsel keine ,.Alles- oder Nichts-Reaktion® darstellt, sondern dab 
sie in einer gewissen quantitativen Beziehung steht zu der Menge 
des stark wachsenden Tumorgewebes oder seiner Wachstums- 
geschwindigkeit; sie bildet sich aus, wenn die Impftumoren an- 
cegangen und iiber mehrere Wochen zu emer betrachtlichen Grobe 
herangewachsen sind; sie ist 10—12 Tage, nachdem das Carcinom 
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aus dem Organisinus entfernt worden ist, verschwunden; die 
erniedrigten Oxydasewerte bleiben jedoch bestehen, wenn der 
Tumor nach der Operation wieder kriftig weiter wichst und groBere 
Mengen bosartigen Gewebes bildet. Doch auch beim Bestehen- 
bleiben von Carcinomzellen nach unvollstindiger Excision werden 
die Werte normal, wenn die Geschwulst nur langsam weiter wachst. 
und bis zum Tage der Untersuchung nur wenig Tumorgewebe ent- 
standen 1st. 

In wetteren Iixperimenten wurde die Frage zu klaren versucht, 
ob die Ermedrigung der d-A.S.0.-Wirksamkeit in spezifischer 
Weise gerade an das undifferenzierte Zellwachstum des malignen 
Tumors gebunden ist. Ks wurden daher Ratten untersucht, bei 
denen ein verstirktes geordnetes Zellwachstum angeregt wurde; 
zu diesem Zweck wurden den Tieren Verbrennungen beigebracht. 
die zu starken Regenerationsprozessen fiihrten. Normalen  er- 
wachsenen Ratten (mittleres Gewicht 120 ¢) wurden mit einer 
heiben Metallplatte auf Oberschenkel—Riicken je 2 starke Brand- 
wunden von insgesamt etwa 10 qem Fliche gesetzt. S—16 Tage 
spiiter, nachdem eine gute Hpithelisierung erreicht war, wurden die 
Tiere getétet, und der d-A.S.0.-Gehalt der Leber in der tiblichen 
Weise 1m Istiindigen Versuch im Vergleich mit normalen Kontroll- 
tieren bestimmt. Das Ergebnis von 7 derartigen Warburg- 
Versuchen ist in Fig. 3 zusammengestellt; es zeigt sich, daB in den 
Leberextrakten von den Ratten mit Brandwunden der Sauerstoff- 
verbrauch bei Gegenwart von d,l-Al. (Kurve I) ebenso hoch ist 
wie bei den Kontrolltieren (Kurve If). Auch die Leerwerte 
(Kurven IIT und IV) sind ungefaéhr gleich. Die starken Prozesse 
gseordneten Zellwachstums haben also keinen Einfluf auf die 
d-A.S.O.-Wirksamkeit in der Leber dieser Tiere. 

Zu diesen Versuchen sei bemerkt, dafi ein negatives Ergebnis 
keine allzuweit gehenden Schlubfolgerungen uber die eingangs ge- 
stellte Frage der Spezifitaét erlaubt. Aus den Beobachtungen an den 
erfolglos operierten Tumorratten ging hervor, da®B selbst bei Vor- 
handensein von Carcinomgewebe die d-A.S.O.-Wirksamkett normal 
sein kann, wenn die Geschwulst relativ klein bleibt und nur lane- 
sames Wachstum zeigt; mengenmafig ist das normale geordnete 
Zeilwachstum bei den Ratten mit Brandwunden jedoch nicht mit 
dem eines intensiv wachsenden Walker-Tumors vergleichbar. 
Trotz dieser Bedenken sollen diese Befunde hier angefiihrt werden; 
es soll versucht werden, durch andere Versuchsanordnungen 
diese Frage weiter zu klaren. 
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Uber den Zusammenhang zwischen Walker-Tumorwachstum usw. 


Wenn wir aus den bisherigen Versuchen, besonders denen mit 
der Tumorexcision, die SchluBfolgerung fiir berechtigt halten, dab 
die Abnahme der d-A.S.O.-Wirksamkeit an die Gegenwart der 
bésartigen Geschwulst (Walker-Carecinom) gebunden ist, so soll 
damit die Frage nicht beantwortet werden, ob diese Ferment- 
schwiichung spezifisch fir das Tumortier ist. Es erscheint 
durchaus méglich, daB sie eine allgemeinere Erscheinung isi, die 
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Fig. 3. Sauerstoffaufnahme der Leberextrakte von den Ratten mit Verbrennungen 


bei Gegenwart von d,l-Al. (Kurve £) und Phosphatpuffer (Leerwert, Kurve LIT) sowic 

von den Kontrollratten bei Gegenwart von d,l-Al. (Kurve II) und Phosphatpuffer 

(Kurve IV). Mittelwerte von je 7 Warburg-Versuchen (7 Ratten mit Brandwunden 
und 7 gleichzeitig untersuchte Normaltiere). Ubrige Bedingungen wie in Fig. 1. 


auch in anderen pathologischen Fallen, bei kachektischen Zu- 
auftritt. 
Versuche. lcbenso sollen, sobald es uns moglich ist, weitere Impf- 
(Gie- 


stiinden usw., Die Klarung dieser Fragen bedarf weiterer 


furmoren, sowie durch carcimogene Verbindungen erzeugte 


schwiilste herangezogen werden. 


Uber die Aufgabe, die die d-A.S.O. im tierischen Organismus zu 
erfallen hat, ist verhaltnismabig wenig Sicheres bekannt; die Vor- 
stellungen, die man sich von ihrer Funktion macht, sind jedoch in 
den letzten Jahren in mancher Beziehung erweitert worden. In 
verschiedenartigen Versuchsanordnungen ist 


iIndirektem wie 
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auf direktem Wege der Nachweis erbracht worden, dab der Orga- 
nismus tmstande ist, Aminosiiuren der d-Konfiguration in solche der 
 snaturlichen®™ 1-Rethe umzuwandeln’). Die Annahme?®) erscheint 
berechtigt, dab fiir diese optische Inversion die d-A.S.O. eine Rolle 
spielt. In der Frage, wie es zum Auftreten von d-Aminosiéuren un 
Tierkorper kommt, sind wir ebenfalls auf Vermutungen angewiesen. 
Die ,,Regel, dai die Aminoséuren natirlicher Proteine 1-Konfi- 
guration besitzen, ist, besonders durch Forschungsergebnisse der 
letzten Jahre, durch eine Reihe von Ausnahmen durchbrochen 
worden; so wurden in verschiedenen Pflanzen und Mikroorganismen 
Aminoséuren der d-Reihe aufgefunden. Mit diesem Vorkommen 
ist auch ihr Auftreten im tierischen Organismus in Zusammenhang 
gebracht worden®); zu denken wire auch an die Moglichkeit, dab 
im Verlaufe der Umwandlungsvorgiinge, denen die Aminosadiuren 
unterlegen, etwa bei der von Braunstein und Kritzmann’) 
entdeckten Umaminierungsreaktion, durch Unterbrechung der 
asymmetrischen Prozesse racemische Aminosiiuren gebildet werden. 
Die Aufgabe der d-A.S.O. im normalen Stoffwechsel wiirde 4 
darin bestehen, die auf die eine oder andere Weise in den Tier- 
korper gelangenden d-Aminosauren abzubauen baw. durch optische 
Inversion dem normalen Proteinstoffwechsel zu erhalten. Dadurch 
wirde der Organismus in den Stand gesetzt, die optische Reinheit 
seines Korpereiweibes aufrecht zu erhalten. Die Vollfiihrung dieser 
Aufgabe ware gefaihrdet, wenn das System der d-A.8.O. geschwiicht 
ist: das kénnte sich in einem Zustande, bei dem ein starker Bedart - 
an Aminosiuren vorhanden ist, wie etwa bei Gegenwart eines rapide 
wachsenden Tumors, in dem Sinne auswirken, dai racemische 
Aminosiuren mit in das neugebildete Protein eingebaut wiirden. Die 
Tatsache, daf der Tierkérper bei Zufihrung groberer Mengen von 
d-Aminosaduren diese nicht vollig umwandeln kann, sondern zum 
Teil im Harn ausscheidet®), wiihrend kleimere Mengen abgebaut 








4) Vgl. F. Kégl u. H. Erxleben, Diese Z. 258, 57 (1939). 

5) G. Rodney u. R. L. Garner, J. of Biol. Chem. 125, 209 (1938). 

6) F. Lipmann, R. D. Hotchkiss u. R. J. Dubos, J. of Biol. Chem. 
141, 163 (1941). 

*) A. E. Braunstein u. M. G. Kritzmann, Nature 140, 503 (1937); 
Enzymologia (Nd.) 2, 129, 188 (1937); 5, 44 (1938). 

8) J. Wohlgemuth, Ber. chem. Ges. 38, 2064 (1905); A. Schittenhelm 
u. A. Katzenstein, Z. Exper. Pathol. u. Therap. 2, 560 (1906); E. Abder- 
halden u. F.Samuely, Diese Z. 47, 346 (1906); E. Abderhalden u. 
A. Schittenhelm, Diese Z. 51, 323 (1907); E. Abderhaldenu. KE. Tetzner, 
Diese Z. 2832, 79 (1935). 
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werden, spricht dafiir, dab der Organismus in seiner d-A.5.O.- 
Wirksamkeit nicht unbeschrankt ist. So erscheint es uns moelich, 
daB sich auch die in unseren Versuchen an Walker-Tumortieren 
beobachtete Schwachung der d-A.S8.O.-Wirksamkeit auf 1/,—!/, 
bereits in diesem Sinne auswirken kann. Auf Grund dieser Befunde 
und Uberlegungen kénnte an eine andere Deutungsméglichkeit der 
Koglschen Entdeckung*) gedacht werden. Das Auftreten race- 
mischer Aminosiuren in Tumorproteinen wurde dann allerdings 
nicht mehr als die Ursache des malignen Wachstums angesehen 
werden, sondern als eine sekundire Erscheinung; als die Folge 
ndamlich einer Schwichung, die das auf den Abbau der d-Amino- 
siuren gerichtete Enzymsystem der d-Amimosiiureoxydase betrifft. 
Diese Vorstellung mufi an weiteren Tumoren gepruft werden. 


Fraulein U. Borgstedt und K. v. Auwers habe ich wiederum 
fix ihre wertvolle Hilfe bei diesen Untersuchungen zu danken. 





Uber die Struktur der Choleinsduren 


Von 


Ne. Ph. Buu-Hoi 


Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Ecole Polytechnique, Paris) 
Der Schriftleitung zugegangen am 24. Februar 1943) 


Vor langerer Zeit haben mustergiiltige Untersuchungen von 
Wieland und Sorge!) gezeigt, dal die Desoxycholsaure die 
merkwiurdige Eigenschaft besitzt, sich mit den verschiedenartigsten 
Stoffen (aromatische Kohlenwasserstoffe, Fettsiuren, Alkohole, 
Ketone, Amine, Farbstoffe usw.) zu krystallimischen, gut charakte- 
risierten Molekilverbindungen zu vereinigen. Spiter fand Boe- 
decker?) fiir die Apocholsiure (ein kiinstlhches Umwandlungs- 
produkt der Cholsaure) die gleiche Verbindungsfahigkeit ; nach Ver- 
suchen von v. Kuthy?) erweist sich diese Eigenschaft als streng 
spezifisch. Die systematischen Untersuchungen von Rheinboldt 
und Mitarbeitern*) iiber die Zusammensetzung der von Fettsiuren 
bzw. Fettséure-alkylestern sich ableitenden Choleinséiuren fuhrten 
diese Autoren zur SchluBfolgerung, da diese Substanzen nach 
dem allgemeinen Koordinationsprinzip aufgebaut sind. Als Ko- 
ordinationszentrum tritt also ein. organisches Molekil auf, um 
welches Desoxycholsiure- bzw. Apocholsiiuremolekiile réumlich 
symmetrisch angeordnet sind. Wie bei den anorganischen Kom- 
plexverbindungen nimmt die Zahl der Addenden nur bestimmte 
Werte an: 1, 2, 3, 4, 6, 8, die einen ausreichend festen Zusammen- 
halt des Komplexes durch die Anziehungskraft des Zentralmolekils 
entsprechen. Genau wie bei den Wernerschen Komplexen kann 
die Koordinationsvalenz eines bestimmten Zentrums verschiedene 
Wertigkeitsstufe annehmen: bei Campher®) beobachtet man die 
Koordinationszahlen 1 und 2; bei «-Dodecyl-y-tetradecansaure®) 
weist das Auftauschmelzdiagramm auf die Zahlen 4 und 8. 

An diese Auffassung uber die Struktur deer Choleinsaéuren 
schienen sich auch die uwbrigen Choleinsiureforscher [namentlich 
Sobotka und Goldberg’) sowie Chargaff und Abel§)] an- 
zuschlieBen. Nun fanden Kratky und Mitarbeiter’) [besonders 
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Uber die Struktur der Choleinsauren 931 
Giacomello9)}, dab die von ihnen gepriiften Paraftinearbon- 
choleinsiituren (von Propion- bis: Cerotinsiure) trotz threr ver- 
schiedenen Zusammensetzung, praktisch identische Rontgen- 
diagramme aufwiesen. Diese Tatsache und noch weitere krystallo- 
eraphische Befunde fiihrten Kratky zur Annahme, dab die Fett- 
siuremolekiile nicht als Koordinationszentren fungieren, sondern 
in Kandlen oder Léchern sitzen, welche das Grundgitter der Des- 
oxycholsiure- bzw. Apocholsiiuremolekiile aufweist. Diese Vor- 
stellune von kettenfOrmiger Anordnung der Fettsauremolekiile im 
Krystallbau der Choleinsiuren scheint heute klassisch geworden 
zu sein!®); doch, wie Kratky selbst bemerkt hat, steht der neuen 
Theorie mindestens noch eine Schwierigkeit entgegen: die lineare 
Aneinanderreihung der Fettsiuremolekile erfordert) eine unbe- 
schrinkte Zunahme der Koordinationszahl parallel mit dem Langen- 
zuwachs der Kohlenstoffkette der Fettsauren, wahrend Rhein- 
boldt durch sorgfaltige Versuche festgestellt hat, daB diese Ko- 
ordinationszahl von Pentadecylsiure ab auf 8 stehen bleibt: die 
(C'y9-, doh. die Montansiure, lagert nur 8 Molektle Desoxy- sowie 
Apocholsiiure an (in dieser Hinsicht erhob Kratky unberechtigte 
Bedenken iber die Richtigkeit gewisser Analysenergebnisse von 
Rheitiboldt). Ferner haben weitere Untersuchungen von Rhein- 
boldt gezeigt, dab die aliphatischen Kohlenwasserstoffe sich genau 
wie die Fettsauren verhalten und in ihren Komplexverbindungen 
mit Desoxy- bzw. Apocholsdiure dieselbe Koordinationszahlen auf- 
weisen, und dafi so lange Molekile wie Tritetrakontan (C43H gg) 
und Heptakosen (Cy,H;,) micht mehr als 8 Molekiile Gallensiure 
anlagern. : 

AnlaBlich memer Untersuchungen uber den Stoffwechsel des 
Cliaulmoogradls und seiner AbkéOmmlinge im Tierkérper konnte 
ich praparativ feststellen, daB die Hydnocarpussiure (1) und die 
Chaulmoograsiure (II), genau wie die aliphatischen Fettsiuren, mit 
Desoxycholsiure gut krystallisierte Molekiilkomplexe bilden. Die 
loordinationszahl 8 dieser neuen Verbindungen entspricht  voll- 
kommen den Verhaltnissen bei den aliphatischen Fettsauren mit 
der gleichen Anzahl von Kohlenstoffatomen (Palmitin- und Stearin- 
siure). Erwartungsgemalb verhalten sich die Dihydrocarpussdure 
(117) und die Dihydrochaulmoograsiure (LV) ganz analog (die 
letzte Verbindung ist isomer mit der Olsiiure, fiir welche Wieland 
und Sorge, und spiter Marx und Sobotka die Koordinations- 
zah] 8 gefunden hatten). Auch sind die Athylester von (I), (II), 
(IIT) und (1\V), sowie der Chanlmoograalkohol (V) und der Dihydro- 
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chaulmoograalkohol (VI) Swertig. Diese Molekiilverbindungen sind 
in Alkahl6sungen gut léshch und spielen gewib eine bedeutende 


4™_(CH,)n—CO,H ~~ ~—(CH,),--CO,H 
-- 4 @i n= 1) ied ‘cc st Rh 
dD: n = 12 (IV): n= 12 


Rolle bei der Darmresorption von chaulmoograhaltenden Arznei- 
mitteIn. Sabalitschka!!) konnte feststellen, dali die Gallen- 
siuren eine hemmende Wirkung auf die Autoxydation von Olen 
und Fetten haben. Nun erwiesen sich auch die Hydnocarpus- bzw. 
Chaulmoogracholeinsiiuren als weniger luftoxydabel als die freien 
ungesattigten Verbindungen. 


(7 —(CHy),2: -CH,OH ~~ “—(CH,),.—CH,OH 


Lcumiotend (V) a (VI) 

Die aromatischen und arylahphatischen Sauren verhalten sich 
ihnlich wie ihre alicyclischen Analoga. Die Choleinsiituren des 
Benzoesiure-butylesters und des Phenylessigsiure-methylesters, 
die sich gut krystallisiert erhalten lassen, zeigen die Koordinations- 
zahl 4, entsprechend der der Heptyl- und Caprylséuren; der 
4. Phenylbuttersiure-athylester (VIT) lagert, wie die Nonylsaure, 


CH,—-CN 
ae Re ” a ‘ | | p 


(vp ai J (VIL) etna Of 
6 Molekiile von Desoxycholséure an; schlieBlich zeigt sich der 
11. Phenylundecylsiéure-iithylester (VIII) als Swertig (wie die 
Pentadecylsaure). Dieser Parallelismus laBt sich auch bei Naphtha- 
linverbindungen beobachten: z. B. ist das 1. Naphthylessigsiure- 
nitril (IX) 6wertig (wie die Laurinsiure). 

Die Tatsache, daB solche ringhaltige Siéuren, Séure-ester, 
Nitrile oder Alkohole sich bei der Komplexbildung genau wie ihre 
linearen Analoga verhalten, stimmt offenbar nicht zu der Hypothese 
einer einfachen Aneinanderreihung dieser Molekiile in Kanale oder 
Locher. «Ferner sprechen die [xistenz von Choleinverbindungen 
sehr breiter Molekiile [wie z. B. die krebserregenden Kohlenwasser- 
stoffe!*)] mit verhiltnismébig kleinen Koordinationszahlen und die 
sehr allgemeine Bindungskraft der Desoxy- bzw. Apocholsiure 
gegen die Theorie von Kratky: die Ausdehnung des 1,2,5,6-Di- 
benzanthracenmolekiils (X) (nur 4wertig!) kommt der Breite eines 
Molekiils von Desoxycholsiure (XT) nahezu gleich. 
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Wenn man in Betracht zieht, dab einerseits die symmetrische 
Koordinationsanordnung im Sinne Rheinboldts die krystallo- 
graphischen Tatsachen nicht befriedigenderweise erklirt, und dab 
andererseits die Hypothese von Kratky und Giacomello zu 
vielen chemischen Schwierigkeiten fuhrt, erscheint das ,,Réatsel* 
der Choleimsiuren noch vollkommen als ungelost. 


. Versuchsteil 


Die Sauren (1), (II), (AIL) und (IV) wurden in Anlehnung an schon ge- 
gebene Vorschriften!*) dargestellt. Rein wurden sie durch mehrmaliges Um- 
krystallisieren aus Alkohol und Petrolather gewonnen. Der Chaulmoogryl- 
alkohol (V) wurde durch Reduktion des Chaulmoograséure-ithylesters in 
[soamylalkohol erhalten!*) und durch Krystallisation in Petrolither gereinigt. 
Die katalytische Hydrierung ergab reinen Dihydrochaulmoogrylalkohol (V1). 
Der 11. Phenylundecylsiure-athylester wurde durch Friedel-Craftssche 
Kondensation von 11-Bromundecylsiure-athylester mit Benzol nach Four- 
neau und Baranger!*) dargestellt und mehrmals rektifiziert. Die Darstellung 
der Choleinsiure erfolgt in der iblichen Weise durch Zusammenlésen der Kom- 
ponenten in wenig absolutem Alkohol und Umkrystallisieren aus demselben 
Lésungsmittel. Die Zusammensetzung der Verbindungen wurde durch Titra- 
tion und nach dem Xylolverfahren von Wieland und Sorge bestimmt. 


1. Chaulmoograsaure, Desoxycholsaure, C,,H,,0.(C.,H 4,04), 
Aus 0,2 g Chaulmoograsaure und 2,0 g Desoxycholsaiure; glanzende 
Krystallchen; Schmelzp. 185—186° (0,5 g verbrauchten 1,48 com n/10-NaOH ; 
berechnet: 1,46 ecm). 


2. Hydnocarpussaure, Desoxycholsaure, C,,H..0.(C.,H,4,0,), 


Aus 0,25g Hydnocarpussiure und 2,0g Desoxycholsaure; Schmelz- 
punkt 183° (0,5 g verbrauchten 1,48 com n/l0-NaOQH; berechnet: 1,47 ccm). 


3. Dihydrochaulmoograsaure, Desoxycholsaure, C,,H,,0,(C.,H4,.0,), 
Aus 0,2 g Dihydrochaulmoograsaure und 2,0 g Desoxycholsaure; Schmelz- 
punkt 186° (0,5 g¢ verbrauchten 1,46 ccm n/10-NaOH; berechnet: 1,46 cem). 


4. Dihydrohydnocarpussaure, Desoxycholsaure, C\,H,,0.(C,,H4,0,), 
Aus 0,25 g Dihydnocarpussaure und 2,0 g Desoxycholsaure; Schmelz- 
punkt 182—183° (0,5 g verbrauchten 1,48 ccm n/10-NaOQH; berechnet: 1,47 ccm). 
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5. Chaulmoograsaureathylester, Desoxycholsdiure, Cy gH.,Qo(Co,H 4904) 

Aus 0,2 g Chaulmoograsiure-aithylester und 2,0g Desoxycholsaure: 
Schmelzp. 187° (0,5 g verbrauchten 11,78ccm n/10-NaOQH;  berechnet: 
11.61 cem). 

G. Hydnocarpussiure-aithylester, Desoxycholséure, C,H y.0.(Co,H 4904) 


Aus 0,25 g Hydnocarpussiure-aithylester und 2,0 g¢ Desoxycholsaure; 
sehr krystallisationsfahig; Schmelzp. 186—187° (0,5 g verbrauchten 11,80 cem 
n/10-NaOQH: berechnet: 11,79 cem). 


7. Dihydrochaulmoograsiure-athylester, Desoxycholsaiure, Cy 9H 3.0.(Co,H4904)¢ 


Aus 0,2 g Dihydrochaulmoograsaure-athylester und 2,0 g Desoxychol- 
saure: Schmelzp. 188° (0,5 g verbrauchten 11,60 ccm n/10-NaOH:; berechnet: 


11,60 cem). 
8. Dihydrohydnocarpussaure-athylester, Desoxycholsiure, C,,.H3,0.(Co4H4 04). 


Aus 0,25 g Dihydrohydnocarpussiure-ithylester und 2,0 g Desoxychol- 
siure; Schmelzp. 185—-186° (0,5 g verbrauchten 11,70 ccm n/10-NaOH; be- 
rechnet: 11,70 ccm). 


9. Chaulmoograalkohol, Desoxycholsaure, C,,H,,0(Co,H 4.04). 


Aus 0,25 g Chaulmoograalkohol und 2,0 g Desoxycholséure; Schmelz- 
punkt 185—186° (0,5 g verbrauchten 11,76 cem n/10-NaOQH: berechnet: 
11,75 ccm). 


10. Dihydrochaulmoograalkohol, Desoxycholsdure, C,H 34O(Co,H4 904), 
Schmelzp. 186—187° (0,38 g verbrauchten 7,05ccm n/10-NaOH: be- 
rechnet: 7,0 ccm). 
11. Phenylessigsiure-methylester, Desoxycholsaure, CyH,,0.(Co,H4 94), 


Aus 0,2g Phenylessigsiure-methylester und 1,0g Desoxycholsaure; 
Schmelzp. 168—169°, nach vorherigem Sintern (0,25 g verbrauchten 5,80 ccm 
n/1l0-NaOH; berechnet: 5,82 ecm). , 


12. Benzoesiure-butylester, Desoxycholsaiure, C,,H,,0.(Co,H4 904), 


Aus 0,3 g Benzoesadure-butylester und 1,0 g Desoxycholsaiure; Schmelz- 
punkt 169—170° nach vorherigem Sintern (0,5 g verbrauchten 11,45 ccm n/10- 
NaOH berechnet: 11,45 ccm). 


13. 4-Phenylbuttersiure-athylester, Desoxycholsiure, C,.H,,0.(C.,H4,0,), 
Aus 0,4g 4-Phenylbuttersiure-athylester und 2,0 g Desoxycholsaure; 
Schmelzp. 170—172° nach vorherigem Sintern (0,5 g verbrauchten 11,75 ccm 
n/10-NaOQH; berechnet: 11,71 ccm). 
14. 11-Phenylundecylsaure-athylester, Desoxycholsaure, C,,H 3 ,0,(C.4H4)9,)¢ 


Aus 0,2 g Ester und 1,0 g Desoxycholsiure; schon ausgebildete Krystall- 


chen; Schmeizp. 174° (0,4 ¢ verbrauchten 9,30 cem n/10-NaOH: berechnet: 
9,34 com). 


15. 1-Naphthylessigsaure-nitril, Desoxycholsiure, C,.HgN(C.,4H4,04)¢ 
Aus 0,5 g¢ Nitril und 2,0 g Desoxycholséure; Schmelzp. 175—177° nach 


Sintern (0,5 g verbrauchten J1,88 cem n/10-NaOQH: berechnet: 11,90 cem). 
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Uber die Struktur der Choleinsaiuren 


Zusammenfassung 


1. Desoxycholsiure verbindet sich mit ringhaltigen Sauren, 


Saureestern, Alkoholen und Nitrilen zu gut krystallisierten Molekul- 
verbindungen, die nach den bekannten bei der acyeclischen Reihe 
herrschenden Regelmaibigkeiten zusammengesetzt sind. 


2. Diese Beobachtungen stehen der Theorie von Kratky und 


Giacomello entgegen und erfordern weitere physikalische bzw. 
¢hemische Untersuchungen der Choleinsiuren. 
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236 *  Beriehtigung 


Berichtigung 


zur Arbeit F. Kégl, H. Erxleben und G. J. van Veersen 
Diese Z. 277, 251 (1943): 
auf S. 269, Tab. 2, Nr. 19 ist zu lesen: 4 g Protein. 
auf §. 277 ist FuB8note*!) (zu Th. Wieland) wie folgt zu lesen: 
Ber. chem. Ges. 75, 1001 (1942). Auf Grund des GS-Defizits bei Modell- 


versuchen wird angenommen, dab obiger Mittelwert 80°/, des wahren Ge- 
halts darstellt.“ 


a Obiger Satz ist beim Druck versehentlich nach FuBnote*’) (E. Abder- 
halden) eingefiigt worden. 











